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I. INTRODUCCION
Olivares, Dios os dé 
los eneros 
de aguaceros,
los agostos de agua al pie, 
los vientos primaverales, 
vuestras flores racimadas; 
y las lluvias otoAales 
vuestras olivas moradas.
Antonio Machado (Los Olivos)
I. INTRODUCCION.
1. EL OLIVO: GENERALIDADES.
El olivo (Olea europaea L.), arbol de procedencia 
mediterrânea, pertenciente a la familia Oleaceae, dentro del 
orden Oleales (Tutin, T.G. 1972), que se caracteriza por la 
robustez de su porte y sus hojas sencillas de un gris plateado; 
produce drupas (las olivas o aceitunas), de mesocarpio y 
endosperma ricos en aceite.
El origen del olivo, como planta cultivada, es muy 
antiguo, compartiendo con la vld las primeras referencias en las 
crônicas de los pueblos mâs antiguos y es objeto de leyendas 
mitolôgicas.
De Candolle postula que esta planta es originaria de 
Siria, mientras que Pelletier supone que su origen es Asia Menor 
y que fué traida a Europa por los foceos cuando fundaron su 
colonia en Francia. Otros autores sostienen que su introducciôn 
fué realizada por los fenicios en los tiempos prehelénicos, e
incluse algunos piensan que se remotan al siglo vil (a. de c.) 
durante Numa Pompilius, segundo rey legendario de Roma (Lousert, 
R. y Brousse, G. 1980). Lo que si parece deducirse como cierto
de todas las hipôtesis y leyendas, es que la expansion del
cultivo del olivo se produjo de Oriente a Occidente y se 
extendiô por toda la cuenca del Mediterrâneo.
1.1. Biologia del Olivo.
1.1.1. Caractères générales.
El olivo se diferencia de otras especies frutales por 
su gran longevidad, conociéndose ârboles de varies centenares de 
aâos. Cuando desaparece el tronco por envejecimiento, los brotes 
que surgen de su base (chupones) se desarrollan, dando un nuevo 
ârbol y asegurando su supervivencia.
Otra caracteristica del olivo es su gran robustez,
s iendo posible su desarrollo y fructif icaciôn en dimas âridos y 
en suelos muy pobres. Naturalmente, en estas condiciones su
producciôn es muy pequeAa.
La entrada en producciôn del olivo puede oscilar desde 
los cuatro a cinco aAos hasta los diez o quince, segûn las 
condiciones ambientales.
El desarrollo que puede alcanzar, si no se poda, llega 
a los 15-20 m. de altura; aunque en las condiciones normales de 
cultivo, con sus podas periôdicas, se limita la altura, como 
màximo de 4-5 m. Esta limitaciôn de altura se aprovecha en favor 
de una mayor frondesidad sobre un diâmetro hasta de 8-10 m.
El olivo se multiplied facilmente por via vegetativa,
bien sea a partir de estacas procédantes de las ramas, o bien 
partir de unas excrecencias (zuecas) situadas en la base del 
tronco. De esta forma se ha conseguido que su cultivo se 
mantenga en el curso de los siglos.
1.1.2. Sistema radicular.
El desarrollo del sistema radicular del ârbol depende 
principalmente de las caracteristicas fisico-quimicas y 
estructurales del suelo, adaptândose a la profundidad del 
terreno y siguiendo su textura y estructura.
Cuando el olivo se injerta in situ, a partir de una 
semilla sin que haya heüaido transplante, el sistema radicular de 
la planta serâ pivotante y, si lo permiten las condiciones del 
suelo, se desarrollan dos o très raices en profundidad. 
Posteriormente aparece una red de raices secundarias en forma de 
cabellera y con tendencia rastrera.
Las plantas producidas a partir de estacas desarrollan 
un sistema radicular esencialmente fasciculado que se adaptarà a 
las condiciones del suelo.
1.1.3. Organos aéreos
Los organos aéreos del ârbol son el tronco, las ramas 
principales y la vegetaciôn.
1.1.3.1. El tronco.
En los ârboles jôvenes el tronco es recto y circular, 
sin grandes irregularidades, pero a medida que envejece se 
déforma, ennegrece y se retuerce.
En determinadas zonas, como en Andalucia, se construyen
Olivos con très o cuatro pies, que se pueden conseguir sembrando 
tres o cuatro estacas originalmente, o bien, en las viejas 
plantaciones, proceden de las zuecas de la base del tronco.
1.1.3.2. Las ramas principales.
Las ramas principales son las gruesas ramificaciones 
que constituyen el armazon aéreo del arbol.
Idealmente deben ser de très a cinco las ramas
principales que se seleccionen en las primeras podas. Si su 
numéro es muy elevado la iluminaciôn de la copa seré
insuficiente, con el consiguiente perjuicio para el érbol.
1.1.3.3. La vegetaciôn.
La vegetaciôn esté constituida, principalmente, por el 
conjunto de ramas con hojas y frutos.
Las hojas del olivo son perennes, pudiendo durar hasta
tres aùos. Son sencillas, enteras, sin estlpulas y con un corto 
peclolo. El limbo es lanceolado terminando en punta y ûnicamente 
el nervio central es aparente. La disposiciôn de las hojas es 
opuesta en el ramo, caracteristica de la familia Oleaceae.
El haz de las hojas es brillante, coriâceo y de color
verde oscuro, mientras que el envés tiene un aspecto plateado
debido a la presencia de tricomas en forma de escama (Esau, K. 
1967). La forma y dimensiones de las hojas difiere mucho de una 
variedad a otra.
La anatomia del limbo de una hoja comprende:
- Una epidermis del haz muy cutinizada.
- Un parénquima en empalizada en dos o tres capas.
- Un parénquima lagunar con intersticios.
- Clementos conductores a nivel del nervio medio: un 
haz libero-leAoso asociado a elementos de sostén, 
esclerénquima y colénquima.
- Una epidermis del envés con estomas recubiertos de 
tricomas. (Metcalfe y Chalk, 1972).
Los brotes que se desarrollan durante la primavera y 
el otofto del aflo precedente son los que produciran flores y, mâs 
tarde, frutos.
1.1.4. Las inflorescencias y las flores.
Las inflorescencias estân constituidas por racimos
largos y flexibles, con 4-6 ramificaciones secundarias. El
numéro de flores es muy diverso segûn la variedad.
La pequeAa flor responde a las siguientes
caracteristicas:
- Cuatro sépalos, cuatro pétalos, dos estambres y dos 
carpelos.
- Los sépalos forman un câliz persistante con cuatro 
divisiones poco profundas (gamosépale).
- La corola esta formada por pétalos soldados
(gamopétala) y es unas tres veces mâs ancha que el 
câliz. Los pétalos son de un color bianco 
amarillento.
- Los dos estambres, opuestos, estân insertos en la 
corola por un hilo corto. Las anteras estân rodeadas 
por dos celdas que encierran el polen.
- Los dos carpelos estân soldados en un ovario libre.
bilocular, con dos ôvulos anàtropos por celda en 
placentaciôn axilar. El estilo es, generalmente, 
corto y bifido. (Ceballos, L. 1979).
1.1.5. El fruto.
El fruto del olivo es una drupa de mesocarpio carnoso y 
rico en lipidos, de forma y dimensiones diverses segûn distintas 
variedades.
El epicarpio esta muy unido al mesocarpio y, durante la 
maduraciôn, pasa de un color verde suave a violeta-rojizo y, 
por ûltimo, a una coloraciôn negruzca.
El endocarpio esté formado por un hueso fusiforme, muy 
duro, que protege una sôla semilla. Este hueso es de distinta 
forma segûn la variedad.
2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL OLIVO.
2.1. Distribuciôn a nivel mundial.
A pesar del origen mediterrâneo del cultivo, el olivo 
se ha llegado a intioducir también en regiones tan distantes 
como los Estados Unidos de America, Argentina y Australia, 
siendo llevado alll por los colonizadores, aprovechândose del 
hecho de encontrarse climatologias similares a la de la cuenca 
del Mediterrâneo.
A falta de mapas de distribuciôn geogrâfica a nivel 
mundial, el siguiente cuadro nos présenta la producciôn en 
diferentes paises:
71974-76
Paises Miles Tm.
MUNDO ........................... 3.64 7
AFRICA:
Libia .......................  134
Marruecos ...................  2?8
Times .......................  635
AMERICA:
U.S.A........................  62
Argentina ................... 87
ASIA:
Jordanie ....................  23
Libano ......................  54
Siria .......................  202
Turquie .....................  833
EUROPA:
EUR-12 ......................  5.991
Espafia ......................  2.048
Francia .....................  15
Grecia ......................  1.233
Italia ......................  2.378
Portugal ....................  317
Albania .....................  47
Yugoslavia .................. 16
OCEANIA:
Australia ................... 3
(Tornado del Anuario de Estadistica Agraria. 1985
1984 
Miles Tm.
a . 6-0
110
2 5 0  
4 0 0
110
40
50
370
800
7 . 179 
3 .418 
11 
1. 400 
2 . 050 
300 
25 
20
M.A.P.A.)
82.2. Distribuciôn en la cuenca mediterrânea.
El Area geogrâfica del olivo en el Mediterrâneo se 
extiende entre las latitudes 18 y 45 del hemisferio boreal, 
con zonas marginales aisladas hacia el Morte o el Sur de dichos 
paralelos. La franja olivarera que circunda el Mediterrâneo no 
aparece delimitada exactamente por los paralelos citados, pués 
la orografla modifica el factor térmico, y las cadenas
montaflosas aumentan o disminuyen la profundidad de penetraciôn 
del olivo en las zonas litorales, segûn actuen como abrigos
protectores o, por el contrario, acentuen el descenso de la 
temperatura.
En la Figura 1 se puede observer el ârea actual
del cultivo del olivo en la cuenca mediterrânea.
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Figura l. Principales paises oleicolas de la cuenca del 
Mediterrâneo.
Una buena Idea de la distribue 16n del olivo pueden dar 
taunblén los siguientes dates, relatives al cemercie 
Internaclonal de les principales paises exportadores del Area:
Raises
Impertaciones 
Miles de Tm.
Expertacienes 
Miles de Tin.
1982 1983 1984 1982 1983 1984
Italia 75 205 165 43 52 82
Portugal 12 1 2 3 4 4
EspaAa -- -- 34 72 46
Grecia — -- — 45 148 116
Marruecos — — — 1 1 1
Tûnez -- -- — 59 36 76
Turquia — — — 21 64 21
Gaza (Palestina) — — — 7 5 5
Jordanla 9 5 6 1 2 1
(Tornade del Anuario de Estadistica Agraria. 1985. M.A.P.A. )
2.3. Distribucldn en Bspafia.
La primera mencién escrita de les elivares en EspaAa
figura en "Bellum Hispaniense", obra atribuida eriginalmente a 
Julio César (Herrero, M. 1950), aunque hey dia se sabe que fué 
escrita per une de sus eficiales. Dicha ebra cuenta cerne las 
trépas de Julio Cesar sufrieron una derrota frente a las de 
Pompeyo en un olivar de la Bética.
Per tante, en el siglo I (a. de J.C.) la Bética se
encontraria ya cen los antepasades de los olives de nuestro
siglo.
En nuestros dias, la EspaAa olivarera puede dividirse
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en diez grandes zonas (Puerta, C. de la 1972):
Zona 1. o del Picual.- Comprends toda la provincia de 
Jaén y las comarcas de Iznalloz (Granada) y Bujalance (Cordoba).
Zona 2. o del Hojiblanco.- Comprends la provincia de 
Côrdoba -excepte las comarcas de Bujalance (Picual)- y la 
Carlota (Lechin), las comarcas de Estepa (Sevilla), Loja 
(Granada) y las de Archidona y Morte de Màlaga.
Zona 3. o Andalucia Occidental.- Comprends la provincia 
de Sevilla -excepte la comarca de Estepa-, la comarca de La
Carlota (Côrdoba) y las provincias de Huelva y Cédiz.
Zona 4. o Andalucia Oriental.- comprends las provincias 
de Malaga -excepte las comarcas de Archidona y Morte
(Hojiblanco)-, de Granada .-excepte las comarcas de Iznalloz 
(Picual) y Loja (Hojiblanco)- y la de Almeria.
Zona 5. o Extremadura.- Comprends las provincias de 
Badajoz, Càceres y Salamanca.
Zona 6. o Centro.- Comprends las provincias de Avila, 
Madrid, Toledo, Ciudad Real, Cuenca, Guadalajara y Albacete.
Zona 7. o Levante.- Comprends las provincias de Murcia, 
Alicante y Valencia.
Zona 8. o Valle del Ebro.- Comprends las provincias de 
Alava, Navarra, LogroAo, Zaragoza, Huesca y Teruel.
Zona 9. o Tortosa-Castellon.- comprends el sur de la 
provincia de Tarragona (comarca del Bajo Ebro) y la de Castellôn.
Zona 10. o de la Arbequina.- comprends las provincias 
de Lérida, Tarragona -excepto la comarca del Bajo Ebro- y las de 
Barcelona, Gerona y Baléares.
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Cada una de estas diez zonas se encuentra, a su vez, 
subdividida en comarcas, resultando un total de 141 comarcas 
olivareras en EspaAa.
En la Figura 2 podemos ver la distribuciôn 
geogrâfica de las 10 zonas (Puerta, C. de la 1972). Y en la 
Figura 3 , la distribuciôn de la produceiôn de aceite en dichas 
zonas.
3. VARIBDAOBS DBL OLIVO.
Existe una gran confusiôn en cuanto a la clasificaciôn 
del olivo en variedades . Desde el punto de vista botànico, hay 
dos variedades que si son universalmente aceptadas: Olea
europaea var sylvestrls. Brot, o acebuche, forma espontànea y no 
cultivada, y Olea europaea var europaea, forma cultivada (Tutin, 
T.G. 1972). El problema se présenta cuando se trata de 
clasificar a esta ultima.
Los principales intentos de clasificaciôn en variedades 
los encontramos en la primera mitad del presents siglo, hechos 
por diversos autores de la cuenca mediterrénea, como Bobone, L. 
(1933); Savastano, G. (1939); Scaramuzzi, F. (1950); 
Francesconi, F. (1952) y Ortega- Nieto, J.M. (1955).
Cada uno de ellos clasifica las variedades conocidas en 
su regiôn, asignando denominaciones locales. Rallo-Romero, L. y 
Cidraes, F. ( 1975), se refieren a la confusiôn entre los 
conceptos botânicos y agronômicos de variedaad indicando que "la 
diferencia entre los conceptos de varledad botânica y cultiver 
ha originado un notable confusionismo en los estudios de 
variedades cultivadas del olivo, en particular en lo referents
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al estableclmiento de sinonlmias, por las llamadas
denominaciones cientificas, basadas en criterios de 
discriainaciôn morfolôgica claramente Insuficientes o, incluse, 
aûn més arbitrarios"
Sin entrar en discusiôn, nos basaremos en la
clasificaciôn que hace Ortega Nieto (1955), a la que se refieren 
la mayoria de los libros y folletos de divulgaciôn agraria en 
EspaAa.
La importancia que tiene el conociniento de las
variedades esté, no sôlo en el hecho de que cada una se adapta a 
determinadas condiciones ambientales, sino también en que
presentan distintos patrones de resistencia-sensibilldad ante 
las diferentes enfermedades. En concreto podremos registrar la 
sensibilidad ante la tuberculosis del olivo.
4. BNFBRMEDAOBS PARASITARIAS DEL OLIVO.
La cantidad de enfermedades parasitirias del olivo que 
se han descrito hasta la actualidad puede llegar a ser enorme, 
como la catalogaciôn que hace F. de Andrés Cantero (1965), que 
llega a alrededor de 250 paràsitos distintos: 110 insectos, 90
hongos, 13 arécnidos, 11 nemétodos, 5 bacterias, 5 pâjaros, 4 
musgos, 4 mamiferos, 3 liquenes y 3 angiospermes. Posteriormente 
el mismo autor (Benlloch, M. y Andrés, F. del972) en su nueva 
clave sistemética, los reduce a unos 65.
Ruiz Castro ,A. (1948, 1951), en el concienzudo
estudio que realizô sobre la fauna entomolôgica del olivo en 
EspaAa, reduce a siete el numéro de insectos que realmente
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tienen importancia como paràsitos.
Estas variaciones en el numéro de los organisraos que 
pueden ser considerados paràsitos del olivo, vienen dadas por el 
criterio que tenga el investigador; en unos casos se describen 
todos los organismes asociados ecologicamente al olivar, 
mientras que en otros se describen exclusivamente aquellos que 
realmente producen daAos economicos en el olivar.
Arambourg (1975), tras haber confeccionado la lista de
la composicion de la fauna parâsita del olivo en cuatro zonas 
ecologicamente diferentes: EspaAa, Grecia, siria y Tûnez,
demuestra la gran variaciôn de frecuencia o ausencia de ciertas 
especies segun el medio, y la permanencia de otras cuando el 
medio es similar. Segun este autor, en cada pais o zona,la fauna 
entomolôgica esté sujeta a variaciones tanto més importantes 
cuanto màs diverses sean las condiciones ecolôgicas.
Arambourg clasifica en EspaAa 9 Coleôpteros, 2 
Dipteros, 5 Lepidôpteros, 15 Hemipteros y 1 Tisanôptero. De
todos ellos, sôlo 7 son comunes en las cuatro zonas estudiadas: 
Hylesimus oleiperda. Bern, Phloeotribus scarabeoides. Bern. 
(Coleôpteros), Dacus oleae. Qael. (Diptero), Prays oleae. Bern. 
(Lepidôptero), Euphyllura olivina. Costa, Parlatoria oleae. Colv. 
y Saissetia oleae. Bern. (Hemiptero).
Este autor nos seAala tambien la importancia econômica
de las principales plagas del olivo en catorce paises oleicolas,
clasificando en très grandes grupos los principales paràsitos 
segün la importancia de las pérdidas en la producciôn:
- Grupo 1: Importancia econômica prépondérants en todas
las zonas:
.Dacus oleae. 
.Prays oleae. 
.Saissetia oleae
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- Grupo 2: Importancia econômica media, o localizada.
.Hylesimus oleiperda.
.Perrisia oleae..
.Clinodiplosis oleisuga.
.Zeuzera pyrina.
.Phloeotribus scarabeoides.
.Buzophera pinguis.
.Euphyllura olivina.
.Aspidiotus hederae.
.Liothrips oleae.
- Grupo 3: Sin importancia econômica:
.Oecophyllembius neglectus.
.Hargarodes unionalis.
.Parlatoria oleae.
.Pollinia pollini.
.Lepidosaphes ulmi.
.Glyphodes unionalis.
Es de destacar en esta relaciôn, que los très 
paràsitos clasificados en el Grupo 1 estàn entre los siete 
comunes a las cuatro zonas estudiadas por Arambourg. Concluye 
que "la olivicultura mediterrànea està dominada por très
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fitôfagos principales del Grupo 1, contra los cuales la lucha 
es ineludible y a estos se unen, segün las condiciones locales, 
especies del Grupo 2 més o menos numerosas, pero cuyo impacto 
econômico puede revestir cierta importancia. Por ejemplo,
Liothrips oleae en EspaAa o Euphyllura olivina en Tûnez. Por
ultimo, las especies del tercer grupo no deben olvidarse 
totalmente pues representan un peligro potencial que puede
transformarse en un grave problema si el medio natural se
encuentra con un manejo brutal y desordenado por parte del
agricultor".
En el objetivo de esta tesis no està la sistemética 
compléta de los paràsitos del olivo, sino sôlo aquellos que 
tengan importancia en la zona estudiada y, fundamentalmente, 
aquellos que puedan tener una relaciôn con la tuberculosis del 
olivo.
4.1. La mosca del olivo (Dacus oleae. Qael.)
La mosca del olivo, Dacus oleae. Cteel., es un insecto 
del orden Diptera, familia Tripetidae, considerado por todos los 
especialistas en oleicultura como el peor enemigo de dicho fruto 
(Ruiz Castro. 1948, Arroyo Varela. 1964, Arambourg. 1975,
Loussert. 1980, Ministerio de Agriculture . 1983).
Se encuentra distribuido por todas las zonas olivareras 
de la cuenca mediterrànea, extendiéndose hasta el Este de Asia, 
asi como al Sur y Geste de Africa.
Es un insecto especifico del olivo, su larva no se 
desarrolla sobre ninguna otra especie vegetal, y nunca se ha 
podido cultiver en medio artificial.
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El Insecto adulte es de un tanaAo algo menor que la
mosca doméstlca, de 5-8 mm. El macho es algo menor que la
hembra. El color general del cuerpo es pardo rojizo, con tonos
amarillentos y manchas negras. La cabeza es un poco més ancha
que el protôrax, de color castaAo claro, con las antenas muy 
visibles. Los ojos son grandes, con irisaciones verdosas o 
azuladas. La trompa es amarillo oscuro. El tôrax es pardo por 
su parte inferior y grisaceo por la superior, en la que destacan 
claramente très lineas màs oscuras. El escudete es muy tipico, 
negro en su parte basai y amarillo-marfil en su borde posterior.
Y de este color son también los hombros del pronoto y la zona
de insecciôn alar. Las alas son hialinas, con el estigma pardo y
una pequeAa mancha ahumada en el vértice y los balancines son
blanquecinos. Las patas presentan un tono homogéneo pardo- 
amarillento, con el final de las tibias y los tarsos màs 
oscuros. El abdomen està compuesto de cinco segmentes, y es de 
color pardo rojizo. En el macho tiene forma redondeada y en la 
hembra se prolongs el ultimo segmente para formar un^ vaina 
protectors del oviscapto, retractil, y que mide casi un 
milimetro. (Figura 4)
Los huevos, con la forma tipica oval alargada de los 
Dipteros, miden entre 0.8 y 1 mm. de longitud. Son de color 
bianco lechoso. En el extremo anterior, o cefàlico, puede verse 
que el polo micropilar presents un ligero relieve.
La larva, en el momento de nacer, mide menos de imm. 
longitud, siendo casi transparente. En su desarrollo completo 
llega a medir hasta 8 mm. de longitud por 1.5 mm. de ancho. Es
F i g u r a  4 .  D a c u s  o l e a e ,  h e m b r a  ( i z q u i e r d a )  y  m a c h o  ( d e r e c h a ) . 
T o m a d a  d e  R u i z  C a s t r o  1 9 4 8 .
u n a  l a r v a  t i p i c a  d e  D i p t e r o ,  â p o d a  y  a g u z a d a  p o r  l a  p a r t e  
a n t e r i o r ,  e n  l a  q u e  s e  v e n  m u y  b i e n ,  p o r  t r a n s p a r e n c i a , l a s  
m a n d i b u l a s ,  f o r r a a d a s  p o r  d o s  p i e z a s  q u i t i n o s a s  m u y  a g u d a s .
L a  p u p a  e s  d e  f o r m a  e l i p t i c a ,  u n  p o c o  a l a r g a d a  y  
t r u n c a d a  e n  s u s  e x t r e m e s .  D e  u n a s  d i m e n s i o n e s  q u e  o s c i l a n  
a l r e d e d o r  d e  l o s  4 . 5  m m . d e  l a r g o  p o r  2 . 5 .  d e  a n c h o ,  s u  c o l o r  e s  
p a r d o  r o j i z o .  E n  e l l a  s e  d i s t i n g u e  c l a r a m e n t e  l a  s e g m e n t a c i ô n  d e  
l a  l a r v a .
4 . 1 . 1 .  C i c l o  b i o l ô g i c o  d e  D a c u s  o l e a e .  G a e l .
E l  i n v i e r n o  l o  p a s a  e l  i n s e c t o  e n  f o r m a  d e  p u p a , 
e n t e r r a d o  e n  l a  z o n a  d e  p r o t e c c i ô n  d e  l o s  â r b o l e s .  E n  l a s  z o n a s  
d e  i n v i e r n o s  s u a v e s ,  c o m o  e n  a l g u n a s  d e  A n d a l u c i a ,  s e  p u e d e
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encontrar el Insecto adulto en sltios abrigados.
Desde pocas horas después de abandonar la pupa se 
convlerte en un gran volador, desarrollando una gran actlvidad 
encamlnada a buscar alimento. Su nutrlciôn se basa en los 
nectarios de las flores, gotitas de llquido de las leslones de 
los frutos, sustancias azucaradas que excretan ciertos 
hemipteros, también paràsitos del olivo, como Saissetia oleae.
Segün la temperatura ambiante y la alimentaciôn que ha 
logrado encontrar, alcanza la madurez sexual a los ocho 6 diez 
dias de abandonar la pupa, aunque este intervalo se puede 
rebajar a dos dias en condiciones ôptimas (Arroyo Varela.
1964) .
Una vez alcanzada la madurez sexual, el macho y la 
hembra se buscan para la copula, produciéndose esta parados
sobre los àrboles, nunca volando, al contrario que otros
Dipteros.
A los très dias de la fecundacidn suelen empezar la
puesta. El nümero de huevos que es capaz de poner una hembra es
muy variable, al parecer, segün las condiciones ambientales. Se 
puede admitir una media de 150 huevos por hembra (Arroyo Varela 
1964), aunque Arambourg (1971) ha podido observer en el
laboratorio (a 2 5°C e iluminaciôn durante 10 horas) unas médias 
de puestas por hembra de màs de 1000 huevos.
En zonas de clima seco y caluroso se ha notado un 
nümero de huevos menor que en las zonas del litoral, donde las
puestas son generalmente màs grandes (Loussert, R. 1980).
La puesta del huevo se realize sobre la aceituna. La
hembra es muy cuidadosa en la elecciôn de la aceituna que debe 
recibir el huevo. Antes de hacer la puesta recorre varias veces 
la aceituna elegida por toda su superficie, ya que, la primera 
condiciôn que busca es que no tenga ya otra larva en su 
Interior. En condiciones normales, sôlo se encontraré una larva 
por fruto, aunque en aftos de fuertes invasiones o de escasa 
cosecha se pueden encontrar varias.
En el acto de la puesta, la hembra clava su oviscapto a 
través del pericarpio, introduciendo el huevo en el mesocarpio, 
a una profundiad de 1 5 mm, aproximadamente.
La aceituna en la que se ha realizado la puesta puede 
ser reconocida inmediatamente con ayuda de una lupa, 
observândose una fisura que puede adoptar forma de V. A las 
pocas horas, la lesion producida puede ser observada a simple 
vista, como una mancha parduzca en el pericarpio. (Figura 5)
El desarrollo embrionario es de duraciôn muy variable, 
segün las condiciones de temperatura, como término medio podia 
adoptarse un intervalo de dos a très dias a principio de 
verano, y de ocho a diez para las ultimas generaciones otoAales 
(Ruiz Castro. 1948) .
En cuanto nace la larva, comienza a alimentarse con la 
pulpa del mesocarpio excavando una galeria màs o menos tortuosa. 
Este periodo larvario es también variable en relaciôn con la 
temperatura ambiante, oscilando entre diez y veinticinco dias.
Terminada la evoluciôn del estado larvario, la pupa se 
forma en una càmara prôxima a la superficie, sôlo separada del 
exterior por un fine pericarpio que se va desecando. El periodo
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F i g u r a  5 .  A c e i t u n a  s o b r e  l a  q u e  h a  r e a l i z a d o  l a  p u e s t a  D a c u s  
o l e a e ,  l a r v a  y  p u p a .
d e  p u p a  p u e d e  v a r i a r  d e  o c h o  a  d i e z  d i a s  e n  l a s  g e n e r a c i o n e s
e s t i v a l e s ,  o  b i e n  d e s d e  l o s  û l t i m o s  d i a s  d e l  o t o A o  h a s t a  l a
p r i m a v e r a  e n  l a  u l t i m a  g e n e r a c i ô n  a n u a l .
E l  i m a g o  d e s a r r o l l a d o  e n  l a  p u p a  e m e r g e  a t r a v e s a n d o  l a  
d e b i l  p e l i c u l a  s e c a  d e l  p e r i c a r p i o  c o m p l e t é n d o s e  a s i  e l  c i c l o .  
E n  l a s  u l t i m a s  g e n e r a c i o n e s  a u t o m n a l e s ,  s i n  e m b a r g o ,  h e m o s
p o d i d o  c o n s t a t e r  q u e  l a  p u p i z a c i ô n  s e  v e r i f i c a  c a s i
e x c l u s i v a m e n t e  e n  e l  s u e l o  y  p o r  t a n t o ,  e n  e s t e  e s t a d o  a t r a v i e s a  
e l  i n s e c t o  e l  p e r i o d o  i n v e r n a l .
4 . 2 .  L a  p o l i l l a  d e l  o l i v o  ( P r a y s  o l e a e .  B e r n )
D e n t r o  d e l  o r d e n  L e p i d o p t e r a ,  f a m i l i a  T e n e i d a e ,  
s e  e n c u e n t r a  l a  p o l i l l a  d e l  o l i v o .  P r a y s  o l e a e .  B e r n ,  e l  i n s e c t o
que causa nas daAos en el olivar, despues de Dacus oleae.
El imago o insecto adulto es una mariposa de 12-14 mm. 
de envergadura, midiendo su cuerpo de 6 a 6.5 mm. con las alas 
plegadas. Sus alas anteriores son plateadas, manchadas de negro 
por su superficie. El segundo par de alas es uniformemente 
grisaceo y, a lo largo de su margen, salvo una pequeAa porciôn 
basai del borde externe, présenta una continua franja de pelos. 
Las antenas son casi tan largas como la mitad de la longitud 
total del insecto. La probôscide mide unos dos tercios de la 
longitud de las antenas.
El macho es algo màs pequeAo que la hembra.
El huevo es lenticular, de contorno màs o menos 
regularmente eliptico, blanquecino. Tiene aspecto reticulado no 
visible sin lupa, ya que mide 0.57 mm. de longitud mâxima.
La larva, al salir del huevo, es una oruga de 
coloraciôn crema clara, de 0.65 mm. de longitud, pero varia 
posteriormente en coloraciôn y dimensiones, acentuàndose a 
colores màs fuertes hasta alcanzar 7-8 mm. de longitud.
La crisàlida es de color pardo, midiendo 5-6 mm. de 
longitud, alojada en un capullo de forma oval alargada, blanco 
y constituido por escasos y finos filamentos. A través del 
capullo se puede ver el cuerpo de la crisàlida.
4.2.1. Ciclo biolôgico de Prays oleae. Bern.
Esta especie tiene très generaciones anuales, cuyos 
estados larvarios se desarrollan, respectivamente, en el 
parénquina foliar y yemas, flores, y dentro de la almendra del 
fruto. (Figura 6)
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- Generaciôn filôfaga.
En esta generaciôn, las puestas se hacen a finales de 
octubre o principios de noviembre sobre el haz de las hojas. La
eclosiôn de los huevos ocurre quince o veinte dias mis tarde,
originando oruguitas que excavan galerias sinuosas entre las dos 
epidermis de la hoja. Los daAos ocasionados por estas larvas son 
siempre minimos. En primavera terminan su desarrollo fuera de la 
hoja, devorando los brotes terminales de las ramificaciones 
jôvenes.
- Generaciôn antôfaga.
Las mariposas nacidas de las ninfas de la generaciôn
filôfaga depositan sus huevos en el câliz de las yemas florales
justo antes de la floraciôn. Las orugas Jôvenes salidas de los 
huevos atacan los ôrganos florales, provocando la rauerte de las 
flores. Los pétalos se secan y ennegrecen, quedando envueltos en 
los hilos de seda enganchados al racimo floral. Esta generaciôn 
es muy perjudicial, pudiendo destruir, en aAos de fuertes 
ataques, la casi totalidad de las flores, deterrainando una 
cosecha practicamente nula.
- Generaciôn carpôfaga.
Hacia el principio del verano, las mariposas 
procédantes de la generaciôn antôfaga realizan sus puestas sobre 
el càliz de las aceitunas. Las larvas nacidas de esta ultima 
puesta penetran hacia el interior del fruto hasta el hueso aûn 
no esclerifIcado. A su paso causan la destrucciôn de los haces 
fibrovasculares, con lo que el fruto deja de ser alimentado, se 
seca y se cae. En caso de que no calga el fruto, a principios
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Figura 6. Ciclo biolôgico de Prays oleae. A, generaciôn 
antôfaga. B , generaciôn carpôfaga. C, generaciôn filôfaga. (De 
Loussert y Brousse. 1980).
del verano, la oruga dévora la almendra, fabrica una galeria 
en direcciôn al pedùnculo, produciéndose una segunda caida 
importante de frutos hacia el principio del otoflo. Saliendo
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cerca del punto de Inserclôn del pedùnculo, la larva avanza a 
lo largo de las ramas para convertir se en crisàlida bajo la 
corteza. La mariposa que sale del capullo, después de su
acoplamiento, pondrà sus huevos sobre el haz de las hojas,
cerrando asi el ciclo, dando lugar de nuevo a la generaciôn 
filôfaga.
4.3. La cochinilla negra (Saissetia oleae. Bem. )
La cochinilla negra, Saissetia oleae. Bern, pertenece 
al orden Homoptera. Es el tercer parâsito en importancia a 
nivel mundial. Aunque sus daAos son menos cuantiosos que 
los dos anteriores, se pueden producir graves ataques de 
cochinilla tras el tratamiento con organofos forados, que se
utilizan en la lucha contra Dacus y Prays, ya que, no sôlo
se destruyen estos dos insectos, sino que atacan también a 
los predadores de la cochinilla, siendo esta ultima resistente 
debido a su caparazôn.
El adulto es una hembra partenogenética, de forma oval 
acortada, de 3-4 mm. de largo por 2-3 mm. de ancho. Lleva sobre 
su coraza unos relieves que forman la letra H. Su color inicial 
es pardo amarillenta, que se va oscureciendo después de la 
puesta hasta castaAo o negro. (Figura 7)
El macho, provisto de alas, antenas y cuatro ojos 
simples, es desconocido en la regiôn mediterrànea, donde todas 
las generaciones son partenogenéticas.
El huevo mide 0.3 mm. de longitud, siendo algo 
elipsoidal, de color rosa pàlido que evoluciona a rojo oscuro.
Las larvas son ovaladas, aplastadas, de color amarillo
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F i g u r a  7 .  S a i s s e t i a  o l e a e ,  a d u l t o .
o c r e ,  v i r a n d o  a l  p a r d o  c l a r o  c o n  l a  e d a d .  S e  a p r e c i a n  t r è s  
e s t a d o s  l a r v a r i o s  q u e  c o r r e s p o n d e n  a  t r è s  m u d a s .
4 . 3 . 1 .  C i c l o  b i o l ô g i c o  d e  S a i s s e t i a  o l e a e .  B e r n .
L a  c o c h i n i l l a  p a s a  e l  i n v i e r n o  e n  l a s  h o j a s  d e l  o l : / o ,
b a j o  l a  f o r m a  d e  l a r v a s  d e  s e g u n d o  o  t e r c e r  e s t a d o .
A  c o m i e n z o s  d e  l a  p r i m a v e r a , l a s  l a r v a s  a b a n d o n a n  l a s
h o j a s ,  y a  q u e  s o n  m ô v i l e s ,  p e r m a n e c i e n d o  i n m ô v i l e s  s ô l o  d u r m t e
l a s  m u d a s .  S e  f i j a n  s o b r e  l o s  b r o t e s  y  l a s  r a m a s  d m d e  
c o m p l e t a r à n  s u  c r e c i m i e n t o .
L a s  h e m b r a s  a d u l t a s  e m p i e z a n  a  p o n e r  e n  e l  m e s  d e  
a b r i l ,  s i e n d o  l a  p u e s t a  d e  8 0 0 - 1 0 0 0  h u e v o s .  D u r a n t e  l a  
o v i p o s i c i ô n ,  l a  h e m b r a  s e  f i j a  d e f i n i t i v a m e n t e  s o b r e  l a s  r a r a < s  u  
h o j a s .  E l  c u e r p o  a u m e n t a  d e  v o l u m e n ,  a b o m b é n d o s e  e l  d o r s o  e n
forma muy convexa. Todos los huevos quedan recogidos bajo la 
hembra. Durante este période de fijaciôn, la hembra segrega una 
melaza azucarada que se puede observar que da un tono brillante 
a las hojas. Esta melaza constituye un ideal medic de cultivo 
para hongos, principalmente Capnodlua, Cladosporium y 
Alternaria, que se instalan sobre la superficie, sin penetrar 
en los tejidos. Las hojas aparecen recubiertas como por un polvo 
negro, parecido al hollin (de ahl la denominaciôn popular de 
negrilla o tizne), interrumpiéndose la fotosintesis por falta de 
luz.
El periodo de desarrollo embrionario dura de dos a 
cuatro semanas, eclosionando escalonadamente durante varios 
meses. Las larvas jôvenes se desplazan al envés de las hojas a 
lo largo del nervio central, fijândose a continuaciôn. Su 
evoluciôn continua lentamente, llegando a su segundo o tercer 
estado antes del Invierno.
Segûn las condiciones ambientales puede haber una o dos 
generaciones anuales.
4.4. El barrenlllo del olivo (Phloeotribus scarabeoides).
Perteneciente al orden Coleoptera, a Phloeotribus 
scarabeoides, lo encontramos en el Grupo 2 de Arambourg, 
es decir, el de los paràsitos de importancia media o localizada. 
Aunque sus ataques son muy irregulares, segün los paises y 
regiones, cuando estos se producen pueden ser muy 
importantes. En concreto en nuestros dias en EspaAa, suelen 
darse ataques fuertes localizados de Phloeotribus scarabeoides, 
debido al abandono de la madera procédante de las podas por
p a r t e  d e  a g r i c u l t o r e s  i r r e s p o n s a b l e s .
E l  a d u l t o  m i d e  2  m m . d e  l o n g i t u d ,  d e  c u e r p o  g r u e s o  y  
s u b c i l i n d r i c o . L a  c o l o r a c i ô n  e s  f u n d a m e n t a l m e n t e  n e g r a  m a t e ,  y  
b r i l l a n t e  e n  l a s  p a r t e s  l i s a s .  S u s  é l i t r o s  p r e s e n t a n  f  m a s  
e s t r i a s  c o n  a n c h o s  e s p a c i o s  e n t r e  e l 1  a s  c u b i e r t o s  d e  e s c a m a s .  L a  
c a b e z a  e s  n e g r a ,  o j o s  n e g r o s  y  a n t e n a s  d e  c o l o r  c a s t a A o . ( F i g u r a  8
F i g u r a  8 .  P h l o e o t r i b u s  s c a r a b e o i d e s
1 9 4 8 )  .
' T o m a d a  d e  R u i z  C a s t r o
E l  h u e v o  e s  d e  f o r m a  o v a l a d a  y  p r é s e n t a  c o l o r a c i ô n
b l a n q u e c i n a ,  c o n  t i n t e  l i g e r a m e n t e  a m a r i l l o  d e b i d o  a  u n a
s u s t a n c i a  m u c i l a g i n o s a  q u e  l e  r e c u b r e .  S u s  d i m e n s i o n e s  s o n  d e
0 . 7  a  0 . 8  m m .  d e  l o n g i t u d  p o r  0 . 5  m m .  d e  a n c h o .
L a  l a r v a  a t r a v i e s a  c i n c o  e t a p a s  h a s t a  l l e g a r  a  l a
n i n f a .  E v o l u c i o n a  d e s d e  u n a  p e q u e n a  l a r v a  n e o n a t a  d e  0 . 8  m m .  d e
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longitud, blanquecina, ligeramente amarillenta, mas oscura en la 
cabeza y organos bucales, hasta convertirse en una larva con un 
cuerpo mis rollizo, arqueado, con lobulaciôn marcada en tôrax y 
abdomen. Cuando se aproxima la ninfosis llega a pesar veinte 
veces màs que la neonata.
En el estado de ninfa, el insecto ya présenta las 
distintas partes constituidas del imago. Es de coloraciôn 
lechosa con refiejos nacarados, especialmente en la cabeza y el 
tôrax. De este claro fondo se van destacando, sucesivamente, 
los ojos compuestos y las mandibulas, de coloraciôn castaAa, las 
patas posteriores de tonos ahumados, las articulaciones de patas 
y antenas, que terminan por distinguirse perfectamente bajo la
cuticula ninfal.
4.4.1. Ciclo biolôgico de Phloeotribus scarabeoides.
El barrenillo, Phloeotribus scarabeoides, inverna en 
estado adulto en un pec[ueAo albergue excavado en la base de un 
brote o de una yema axilar. En primavera, la pare j a fabrica una 
galeria de acoplamiento, normalmente en leAa o residuos de poda, 
prolongada por una galeria de puestas horadada justo bajo la 
corteza, en sentido perpendicular a la madera.
La hembra puede depositar de 60 a 120 huevos, de los 
que nacen las larvas xilôfagas. cada una de estas larvas va a 
emprender la excavaciôn de una galeria larval. Uno o dos meses 
después de la puesta se convierten en ninfas en el interior de
su galeria. El adulto, completada la metamorfosis, unos quince
o veinte dias màs tarde, sale para emigrar, en este caso hacia 
el ârbol. Las ramas atacadas se secan, porque la galeria de
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puesta forma alrededor de ellas una incision anular que provoca 
1% parada de la circulaciôn de la savia.
5. LA TUBERCULOSIS DEL OLIVO.
La tuberculosis del olivo es una enfermedad bacteriana 
producida por Pseudomonas syringae pv. savastanoi (Smith 1908) 
(Young et al. 1978) que acompafia al olivo, tanto a Olea europaea 
var europaea como a Olea europaea var. sylvestris. Brot., en 
toda su extension mundial, aunque la virulencia de la plaga 
sea diferente por las causas que veremos més sdelante.
La enfermedad consiste en una hipertrofia de los 
tejidos afectados, principalmente las ramas, siendo 
perfectamente visibles las formaciones tumorales o tubérculos.
La tuberculosis raramente ataca a las hojas del olivo y 
cuando esto sucede, las lesiones se suelen localizar en el 
nervio central, sin que la proliferaciôn tumoral sea excesiva, 
haciéndose rapidamente necrôfica.
Por el contrario en adelfa (Nerium oleander L.), otra 
planta afectada por el mismo microorganism©, son muy frecuentes 
los tumores en hojas, siendo estos muy desarrollados, 
localizândose en cualquier parte de la hoja y manteniéndose 
âctivos màs tiempo. Nerium oleander L. es una planta con muchas 
relaciones con el olivo ya que, ademâs de su localizaciôn en 
toda la zona mediterrànea, y sus relaciones taxonômicas 
(Tutin, T.G. 1972), comparte con el olivo très de sus màs 
caracteristicos paràsitos: Saissetia oleae. Bern, Capnodium
eleaophiluB y Pseudomonas syringae pv. savastanoi.
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La tuberculosis en el fruto se encuentra muy raramente
(Pétri y Gigante, citados por Pasinetti. 1953). Segün estos
autores, los tumores se desarrollan en la regiôn basai del 
fruto, y pueden originarse en el tejido mesocarpiano, en el 
pedünculo, o en ambos sitios a la vez. Los tumores jôvenes 
profundizan siempre poco en el mesocarpio, dejando intacto el 
endocarpio. Sôlo raramente, cuando la infecciôn ataca el fruto 
en los estados iniciales de su desarrollo y el endocarpio no 
esté lignificado, se puede observar también una alteraciôn màs 
o menos acentuada de éste. Màs frecuente que la infecciôn 
directe del fruto, ocurre la formaciôn de tumores en el 
pedünculo, que llegan a abortar completamente la aceituna.
El ataque màs frecuente de la tuberculosis se da sobre 
las ramas, principalmente cuando éstas son aün verdes. En los 
primeros estadios, los tumores son verdes, con el mismo tono que 
las ramas, aunque son màs esponjosos y blandos al tacto. Poco a 
poco la superficie se va haciendo màs rugosa, con surcaduras 
profundas, crateriforme, mientras el tejido tumoral se
esclerosa, haciéndose leàoso y duro. Simultàneamente el color 
evoluciona desde el inicial verde-grisaceo, gris-marrôn
intermedio, hasta el negro final, como la corteza del tronco o 
las ramas viejas. Las ramas fuertemente afectadas pueden perder 
vigor o, incluso, llegar a secarse completamente al verse 
afectada toda la vascularizaciôn. (Figura 9)
Pasinetti (1953) describe también la existencia de 
pequeAos tumores en las raices, atiibuyéndolos a la dispersion 
secundaria de la bacteria, y con las mismas caracteristicas
m o r f o l ô g i c a s  q u e  l o s  d e  l a s  r a m a s .
E s t a  d i s p e r s i o n  s e c u n d a r i a  d e  l a  b a c t e r i a  f u é  d e s c r i t a  
y a  p o r  S m i t h  ( 1 9 0 8 ,  1 9 2 0 ) ,  q u e  h a b l a b a  d e  " t u b é r c u l o s
F i g u r a  9 .  R a m a  d e  o l i v o  c o n  a t a q u e  f u e r t e  d e  t u b e r c u l o s i s .
m e t a s t â s i c o s "  q u e  s e  d e s a r r o l l a b a n  c u a n d o  l a  b a c t e r i a ,  
p r o c e d e n t e  d e  u n  t u m o r  p r i m a r i o ,  a s c e n d i a  p o r  e l  t a l l o  a  t r a v é s  
d e  " v a s o s  e s p i r a l e s " ,  a l o ] â n d o s e  p o r  e l  c a m i n o ,  d a n d o  l o s  
t u m o r e s  s e c u n d a r i o s .
5.1. Histologie del tumor.
L a  h i s t o l o g i a  d e  l o s  t u b é r c u l o s  d e l  o l i v o  f u é  y a  
d e s c r i t a  p o r  S m i t h  ( 1 9 2 0 ) .  E s t e  a u t o r  c o n s t a t é  l a  p r e s e n c i a  d e  
t e j i d o  l e A o s o  d i f u s o  d e  f o r m a  i r r e g u l a r  e n  l a  m a s a
p a r e n q u i n a t o s a  d e l  t u m o r ,  n ô d u l o s  d e  e l e m e n t o s  1 I g n i f i c a d o s  c o n
p a r e d e s  d e  g r a n  e s p e s o r ,  a l g u n o s  c o n t e n i e n d o  m u c h a s  b a c t e r i a s .  
E n  l a s  h o j a s ,  S m i t h  d e s c r i b i ô  l a  p r e s e n c i a  d e  z o n a s
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hipertrôficas y xilena desorganizado rodeando el canal de 
Infecciôn bacteriana.
Wilson (1965) estudiô también el desarrollo de los 
tumores en adelfa, tras la inoculaciôn experimental de 
Pseudomonas syringae pv. savastamoi, reseAando las siguientes 
etapas; 1) Disoluciôn de células, apareciendo una fisura 
alrededor de la colonia bacteriana. 2) Crecimiento anormal de 
un gran numéro de células alrededor de la fisura. 3) 
Proliferaciôn de células hipertrôficas, comenzando por las 
contiguas a la fisura y extendiéndose progrèsivamente hacia 
fuera. 4) Diferenciaciôn de ciertas células en elementos de 
xilema. Las células que proliferadsan se hacian multinucleadas y 
desarrollaban paredes alrededor de cada nucleo. Las nuevas 
células contenlan un protoplasma més denso y nûcleos y 
nucleolos més prominentes que los originales.
Surico (1977) ha descrito también la histologia del 
tumor en olivos, tras la inoculaciôn en diverses épocas del aAo. 
En todos los casos la primera reacciôn de los tejidos puestos en 
contacto con la bacteria era un râpido despertar, en verano e 
invierno, y una aceleraciôn, en primavera, de la actividad del 
cambium. Alrededor de los bordes de la herida se desarrollan dos 
masas de nuevos tejidos qué, por la actividad del cambium y de 
un nuevo felôgeno que se diferencia, aumentan de volumen, 
fundiéndose y tomando el aspecto del tipico tubérculo.
En el seno de los tejidos parenquimatosos que forman la 
masa del tumor, se diferencian elementos de xilema y floema 
Irregularmente distribuidos u organizados en nôdulos ciclicos.
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En el tiibérculo adulto, se origine une cavidad mas o 
mènes amplia que contiene las bacterias. Esta cavidad se 
extiende hacia la superficie, pudiendo ser via de propagaciôn de 
la bacteria al exterior. En este estado parecen comenzar 
procesos que conducen a la descomposiciôn del tumor.
5.2 Agente etiolôglco: Pseudomonas syringae pv. savastanol.
La primera noticia de la existencia de esta bacteria 
fué en 1886, cuando Archangeli, al describir los tumores de 
la tuberculosis del olivo observé el microorganismo en el 
interior, al que llamô Bacterium oleae. Dicha observaciôn 
no se puede considerar una descripcién, puesto que solo fue 
hecha a nivel microscôpico, sin cultivos o pruebas de su 
patogeneidad por inoculaciôn, ni siquiera se relacionaba la 
enfermedad con la bacteria puesto que se achacaba a otras causas 
(Smith 1920).
Fué Luigi Savastano (1886), con sus experimentos de 
inoculaciôn el primero que probô que la tuberculosis del olivo 
era debido a una bacteria, aunque tampoco él describiô al 
microorganismo suficientemente. Savastano llamô a la bacteria 
Bacillus oleae-tuberculosis.
Posteriormente, Smith, E.F. (1908) fué el primero que 
diô la denominaciôn de Bacterium savastanol, en honor a Luigi 
savastano, y describiô al microorganismo con todos los 
caractères microscôpicos y culturales de la época en su 
magnifica obra "An introduction to bacterial diseases of 
plants" (Smith, E.F. 1920).
Simultâneamente a estos hechos, van Hall (1902)
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describe un microorganismo fitopatôgeno para el lilo 
(Syringa vulgaris), una planta perteneciente también a la 
familia Oleaceae. A esta bacteria le diô la denominaciôn de 
PhytOBonas syringae. Smith (1920) habla de una posible variedad 
de Bacterium savastanoi que produce "la misma enfermedad, o una 
muy similar, en el fresno (Fraxinus excelsior)", pero que, a 
pesar de repetidas inoculaciones en Olea europaea, no producia 
tumores. También Smith, en la misma obra, tratô ya de otra 
enfermedad igual en la adelfa (Nerium oleander), aunque, segûn 
sus observaciones, se deberia a otro microorganismo distinto al 
de la tuberculosis del olivo. Este microorganismo paràsito de la 
adelfa fue descrito después por Ferraris (1926) y denominado 
Pseudomonas tonelliana.
Estos descubrimientos, que son los màs destacables y 
con més base cientifica de los que ocurrieron a principios del 
présente siglo, acompaharon a otros muchos que vinieron a 
complicar enormemente la taxonomia de las bacterias 
fitopatôgenas. Se aislaron muchas. cepas bacterianas de varias 
enfermedades de plantas y se las fué nombrando con la 
seguridad de que eran altamente especificas para su huesped y 
con respecte al tipo de lesiôn que producian. Muchas de esas 
especies son, hoy dla, irreconocibles por sus descripciones 
originales, sus especificidades por huéspedes diferentes no 
fueron determinadas, y las cepas tipo perdidas.
Asi en el "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" 
Vol. 1 (1984) cita, en el apartado correspondiente a Pseudomonas 
syringae. Van Hall 1902, las antiguas denominaciones que ha
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tenido la especie:
Phytononas syringae (Van Hall 1902); Pseudomonas
barkerl (Berridge 1924); Pseudomonas cltrarefaciens (Lee 1917), 
Pseudomonas cltrlputealis (Smith 1913), Pseudomonas hibiscl 
(Nakada y Taklmoto 1923), Pseudomonas prunicola (Wordmald
1930), Pseudomonas punctulans (Bryan 1933), Pseudomonas
rlmaefaclens (Konlng 1938), Pseudomonas sponglosa (Aderhold y 
Ruhland 1905), Pseudomonas tonelliana (Ferraris 1926), 
Pseudomonas trifoliorum (Jones, Williamson, wolf, y Me Culloch 
1923), Pseudomonas utlformica (Clara 1932), Pseudomonas vignae 
(Gardner y Kendrick 1923) y Pseudomonas vlrldifaclens (Tisdale y 
Williamson 1923).
De este Manual han sido eliminadas otras decenas de 
denominaciones, entre ellas Pseudomonas savastanol (Smith), que 
fué el nombre manejado principalmente para la variedad 
patolôgica del olivo hasta 1974, afto en que saliô el "Bergey's 
Manual of Determinative Bacteriology" 8& Edlciôn. Otros nombres, 
considerados como sinonimos han sido omitidos en el "Bergey's 
Manual of Systematic Bacteriology" (1984), siguiendo la 
recomendacion de Dye et al.(1975), ya que no estân representados 
por auténticos cultivos o han sido inadecuadamente descritos.
La principal base para la actual clasificacion de las 
especies de Pseudomonas son los grupos propuestos por Palleroni 
(1973) en base a sus estudios de homologias de rRNA/DNA. Esta 
subdivision del género esté, con algunas excepciones, de acuerdo 
con los grupos fenotipicos expuestos ya en la 8.& Edicion del 
"Bergey's Manual".
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Figura 10. Especies de Pseudomonas, biovariedades y
patovariedades ordenadas de acuerdo con homologias de rRNA y
DNA. Los circulos grandes representan grupos de homologia de 
rRNA, dentro de los cuales, los circulos blancos Indlcan grupos 
de homologia de DNA. El grupo diminuta (Grupo IV) y el grupo P. 
maltophilia-Xanthomonas (Grupo V) estàn incluidos por
referenda, pero aparecen no conectados a los grupos de 
Pseudomonas. La asignaciôn de P. agaric! y P. asplenii al grupo 
"fluorescente" de homologia de DNA dentro del Grupo I es solo 
tentativa (Modificado de Palleroni et al. 1973).
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Los grupos definitives de las especies se representan 
en el "Bergey's Manual" (1984) con la imagen reproducida en la
Figura 10.
Por desgracia, hay aun un gran numéro de especies que 
no estân incluidos aqui y habrà que esperar estudios posteriores
ya que sus relaciones resultan desconocidas por el momento.
Con estos criterios, el "Bergey's Manual" (1984) nos 
présenta una clave para los anteriormente citados Grupos I, II y 
III, de la eual exponemos la parte correspondiente al Grupo I:
A. Poli (1-hidroxibutirico no acumulado como sustancia 
de réserva de carbono, excepto para algunas cepas de
P. pseudoalcaligenes.
1. Producciôn de pigmentes fluorescentes por la mayoria 
de las cepas.
a) Presencia de Arginina dihidrolasa; saprôfitos o 
patôgenos oportunistas para animales.
1. P. aeruginosa
2. P. fluorescens
3. P. chlororaphis
4. P. aureofaciens
5. P. putida
b) Ausencia de Arginina dihidrolasa; fitopatôgenos.
i. Oxidasa negativa.
6. P. syringae
7. P. viridiflava
ii. Oxidasa positiva.
8. P. cichorii
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2. No producen pigmentes fluorescentes.
a) Usan glucosa para crecer
9. P. stutzerl
10. P. mendoclna
b) No usan glucosa para crecer
11. P. alcallgenes
12. P. pseudoalcaligenes.
Por tanto, se puede caracterizar a la especie 
Pseudomonas syringae como bacilos Gram-iiegativos, con 
dimensiones de 0.7-1.2 por 1.5-3 ô més jum. , pudiendo 
presentarse a veces, como largas cadenas o filamentos, movlles 
por flagelos en un sôlo polo (lofotricos) ("Bergey's Manual" 8& 
Ed. 1974), que producen pigmentos fluorescentes en medlos 
deficitarios en hierro (Cody, Y.S. et al. 1987 a) y que se 
diferencian de otros Pseudomonas fluorescentes por dar negativas 
las pruebas de la Oxidasa (Kovacs 1956) y la Arginina 
dihidrolasa (Lelliot, R.A. et al. 1966).
Las cepas de Pseudomonas syringae no requieren, 
normalmente, factores orgânicos de crecimiento. El crecimiento 
de la mayoria de las cepas en medios minérales con una sola 
fuente de carbono es lento, y en medios complejos es 
relativamente lento. El espectro nutritivo es menos extenso y 
menos heterogéneo que el de los otros Pseudomonas saprôfitos 
fluorescentes.
Su temperatura ôptima es de 25 a 30® C.
Una vez vistas estas caracteristicas générales de la 
especie, nos encontramos un gran parecido con otra especie muy
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prôxima: Pseudomonas viridiflava. Burkholder 1930. A pesar de
las multiples caracteristicas raorfolôgicas y de nutriciôn que 
compara el "Bergey's Manual" (1984) en très grandes cuadros 
basados en trabajos de varios autores, la mayoria de ellas no 
nos diferencian Pseudomonas syringae de Pseudomonas viridiflava. 
Las ûnicas pruebas que distinguirian a Pseudomonas viridiflava 
serian su incapacidad para utilizar sacarosa y su capacidad para 
usâr D (-) tartrato. Este ultime sustrato es usado, ademàs de 
esta bacteria, por Pseudomonas syringae pv. tomato, y raramente 
por otras especies y variedades patolôgicas. Finalmente, habia 
que destacar que Pseudomonas viridiflava es patôgena de las 
judias (Phaseolus vulgaris), en las que produce unas lesiones 
caracteristicas, diferentes de las que podrian producir los 
distintos patotipos de Pseudomonas syringae.
En cuanto a variedades patolôgicas de Pseudomonas 
syringae, y los respectives neopatotipos, actualmente es vigente 
la lista dada por Dye et al. (1980), que agrupa 41 variedades. 
En dicha lista se incluyen los nombres de las principales 
plantas huespedes y de sus familias botânicas.
La mayoria de estas variedades descritas no pueden ser 
distinguidas entre si, salvo por la especificidad por el 
huesped, a pesar de los intentes hechos por diferentes autores 
en estudiar los caractères fenotipicos, principalmente de 
nutriciôn (Misaghi et al. 1969, Sands et al. 1970 y 1980).
A.K. Vidaver y S. Buckner (1978) han intentado la 
clasificaciôn de Pseudomonas fitopatôgenos fluorescentes en 
bacteriocinotipos, ordenàndolos en 16 grupos productores de
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bacterioclnas, Incluyendo grupos nuevos entre los descritos 
previamente por otros autores. A1 menos el 86% de las cepas de 
Pseudomonas syringae pueden ser tipadas por la producciôn de 
bacteriocina. Esta clasificaciôn, en principle, no parece tener 
ninguna utilidad, por existir poca correlaciôn entre 
bacteriocinotipo y planta huesped y ninguna correlaciôn con la 
producciôn de fitotoxinas.
La variedad que nos interesa, la patôgena del olivo, 
queda finalmente reflejada en el "Bergey's Manual" (1984), con 
la base anteriormente citada, de la siguiente manera.
- Pseudomonas syringae pv. savastanoi (Smith 1908)
Young et al. 1978.
- Huéspedes: olivo (Olea europaea), Fraxinus spp.
(familia Oleaceae).
- cepa Neopatotipo: ATCC 13522 (PDDCC 4352; NCPPB 639).
5.2.1. Pseudomonas syringae pv. savastanoi como epifita.
Desde principios de siglo se sabe que la superficie de 
las hoj as estan colonizadas por microorganismos (Leben, C.
1961), no obstante, la demostraciôn de que parte de esa
comunidad microbiana eran bacterias fitopatôgenas la realizô
Crosse en 1959, cuando aislô Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum en grandes cantidades a partir de hojas de cerezos 
sanos. crosse sugerla que la presencia de estas poblaciones de 
bacterias fitopatôgenas supondria el inôculo para la infecciôn 
de las plantas.
En 1960 English et al. descubren la presencia de
Pseudomonas verde-fluorescentes, presumiblemente Pseudomonas
syringae, no sôlo en hojas de melocotoneros y almendros sanos, 
sino en frutos, ramas y hierbas de los alrededores. Por eso 
también sugiere a esta flora como inôculo de las enfermedades de 
los frutales.
Estos hallazgos especificos llevan a Leben (1965) a 
generalizar un nuevo concepto: que las bacterias fitopatôgenas
son capaces de tener una fase de crecimiento residente o 
epifitica en el huesped sano. En determinadas condiciones, 
serian bacterias dispuestas a desencadenar la enfermedad.
Desde entonces, numerosas investigaciones han descrito 
multitud de casos en los que las bacterias fitopatôgenas han 
sido encontradas en la superficie de las hojas de plantas sanas. 
En algunos casos, se ha demostrado un crecimiento epifitico, en 
otros, simplemente se ha asumido que ocurrla (Hirano et al. 
1983) .
fJno de los problemas que se plantean a la hora de 
estudiar las bacterias epifitas es el método a seguir para que 
los resultados sean fiables y de aplicaciôn universal. Los 
métodos seguidos hasta el momento han sido très:
a) Observaciôn directa in situ
Las técnicas microscôpicas han sido usadas para 
determinar la distribuciôn espacial o localizaciôn preferente de 
las bacterias en la superficie de las hojas (Baker, J.H. 1981). 
A pesar de que estas técnicas se utilizan sôlo con fines 
cualitativos, existe el problems de las grandes pérdidas de 
flora que se producen al realizar tinciones. Para solucionar 
este problems se han desarrollado unas ingeniosas técnicas de
43
impreslôn (Birkby et al. 1981, Dickinson et al. 1974). 
Dichas técnicas consisten bâsicamente, en rociar la superficie 
de las hojas con materiales que polimerizan formando una résina 
que se puede desprender, teftir y observer microscôpicamente.
También se ha utilizado la microscopla electrônica de 
barrido (Roos et al. 1983), con la que se ha observado, en un 
caso concreto, que las cavidades subestomâticas de las hojas de 
cerezo son sitios protegidos en donde se refugian poblaciones de 
Pseudomonas syringae pv. morsprumorum. Las bacterias son capaces 
de reproducirse en dichas cavidades y emerger en masa a los sels 
dias.
No se ha desarrollado ningùn método concreto y 
especifico para Pseudomonas syringae pv. savastanoi.
b) Cultive de las bacterias.
Los métodos de cultivo de microorganismos son, con 
mueho, los màs empleados en anâlisis, tanto cualitativos como 
cuantitativos.
En anâlisis cualitativos se emplean diferentes técnicas 
de obtenciôn de réplicas de las bacterias localizadas sobre la 
superficie de las hojas y aplicarlas sobre plaças con medio
sôlido. Las réplicas se pueden obtener presionando directamente 
la hoja sobre el agar, con globos, con terciopelo, con parafilm, 
etc. (Hirano et al. 1983). Los medios de cultivo pueden ser
selectivos o diferenciales, con lo que se puede eliminar el
crecimiento de la flora no deseada.
En anâlisis cualitativos el método general que han 
utilizado los diversos autores consiste en remover las
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bacterias de la superficie, diluir y sembrar en plaças. El 
principal problema de estos anâlisis, es la disparidad de 
criterios en el primer paso: la obtenciôn de las bacterias. La
mayoria de los trabajos se basan en el lavado, aunque difieren 
en la composiciôn de la soluciôn empleada y el tiempo (desde 30 
segundos hasta 240 minutos).
Practicamente todos los trabajos desarrollados por 
diferentes autores sobre la ecologia de Pseudomonas syringae 
pv. savastanoi estan realizados con este tipo de técnicas.
Queda muy claro en todos los casos, sea cual sea la 
técnica empleada, que Pseudomonas syringae pv. savastanoi, esté 
présente siempre sobre la planta huesped, tanto Olea europaea 
como Nerium oleander.
Tras la demostraciôn de que la bacteria tenia una fase 
residente sobre las hojas del huesped (Ecolani. G.L. 1971), 
vinieron los estudios sobre las variaciones de la poblaciôn 
(Ercolani G.L. 1979), en los que se constata que dicha 
poblaciôn se ve afectada por interrelaciones entre la edad de 
la hoja y el tiempo de formaciôn de esta; el tiempo de la 
formaciôn de la hoja y la época del afto. No se encuentran 
diferencias sigficativas entre poblaciones de hojas de la misma 
edad colectadas en el mismo tiempo del afto, ni entre ramas 
cosechadas o no cosechadas, ni entre ramitas de la parte 
interna o externa del ârbol. El nivel de bacterias mâs alto se 
encontraba en primavera (9.4 X 10^ bacterias /cm^.) y en otofto 
(1.6 X 10* bacterias /cm^. ), precisamente cuando son màs 
frecuentes los ataques de la tuberculosis del olivo. En verano e
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invierno, la poblaciôn del patôgenc se ve reducida, 
respectivamente, a 7.3 X 102 bacterias/cm^ y 5.1 X lO^bacterias 
/cm2.
Estos resultados de Ercolani, difieren
slgnificativamente de los obtenidos por Lavermicola y Surico 
(1987 a), probablemente por la diferente metodologia seguida en 
la obtenciôn de las bacterias y en los medios de cultivo 
empleados. Segûn estos ûltimos autores, sobre las hojas, el 
numéro més alto de bacterias se registraria al principle del 
verano (4 X 10^ bacterias /cm^) y en noviembre (4.2 X 102
bacterias /cm2). a finales del invierno y finales del verano 
estos numéros se reducian, respectivamente, a 45 y 3
bacterias/cm2 .
En las pequeflas ramas del olivo, se encuentran valores 
significativamente mâs altos, aunque siguiendo una secuencia
similar a la de las hojas: A principio del verano 1.5 X 10^
bacteris /cm^.; en noviembre 4.9 x lO^bacterias /cm^.; llegando 
a los minimos valores al final del invierno (47 bacterias /cm2,) 
y al final del verano (9 bacterias /cm2.).
Estos mismos autores obtuvieron parecidos resultados al 
estudiar la presencia de Pseudomonas syringae pv. savastanoi 
sobre hojas y ramas de Nerium oleander.
El hecho de que la densidad de poblaciôn bacteriana
aparezca mâs alta siempre en las ramas de olivo o adelfa que 
sobre sus respectives hojas, parece sugerir que el patôgeno
encuentra sobre las ramas mejores condiciones para su
multiplicaciôn.
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La reproducciôn de las bacterias sobre las hojas ha 
sido demostradâ por Hirano (1985), que apunta como la Iluvia 
parece ser una especie de disparador para el râpido crecimiento 
de los microorganismos, registréndose tiempos de generaciôn de 
3.5 a 4.5 horas después de una Iluvia, con incrementos de la 
poblaciôn media de 30 a 150 veces en 24 horas.
Ercolani (1982, 1983, 1985) analizô las fluctuaciones
de la poblaciôn, no en cuanto a cambios en el numéro, sino en 
cuanto a cambios en los fenotipos prédominantes, segûn se
tomaran las muestras en una u otra época del afto, segûn el
momento de formaciôn de las hojas, y segûn una serie de
parâmetros ambientales. Estos trabajos confirmaban que 
Pseudomonas syringae pv. savastanol estaba sometida a
fluctuaciones estacionales en el filoplano del olivo, también 
formulaba cuestiones adicionales sobre la composiciôn de las 
poblaciones bacterianas que colonizan la superficie de hojas de 
diferentes edades en distintos momentos del afto. Las preguntas a 
formular para explicar estas variaciones fenotîpicas serian las 
siguientes: îEs posible que como consecuencia del activo
crecimiento de la bacteria en determinados momentos, los 
microorganismos sean capaces de evolucionar rapidamente?, o bien 
iSon estas variaciones fenotîpicas de la poblaciôn la 
consecuencia de una alternancia de generaciones heterogéneas, 
cada una de ellas mejor adaptada a unas determinadas condiciones 
ambientales?.
Segûn Hirano (1985), la poslbllldad de que se den 
varias generaciones por dla puede dar lugar a la ampllfIcaclôn
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de pequeflos cambios por generaciôn hasta dar, en un période de 
tiempo relativamente corto, grandes rambios de poblaciôn. Esta 
autora se inclina claramente hacia la contestaciôn afirmativa a 
la primera pregunta, aunque sôlo ;omo hipôtesis, ya que no 
aporta pruebas. Por el contrarie Ercolani (ver referencias 
citadas anteriormente), ha comprobadc que rociando 1 as ho]as con 
una mezcla adecuada de bacterias :on diferentes caractérise icas 
fenotipicas, se reproducia la alternancia de poblaciones de 
Pseudomonas syringae pv. savastanoi a lo large del tiempo. Los 
experimentos también mostraban que los caractères fenotipicos de 
cada poblaciôn permanecian astables durante el crecimiento en el 
filoplano. Por tanto, estas experiencias serian la contestaciôn 
afirmativa a la segunda de las preguntas formuladas 
anteriormente. Es decir, es la alternancia de poblaciones 
heterogéneas, mâs que la modifieaciôn de una poblaciôn 
homogénea, la responsable de las fluctuaciones fenotipicas de 
Pseudomonas syringae pv. savastanoi en la naturaleza.
c) Estimaciôn del tamafto de la poblaoiôn por la 
capacidad criogénica de las bacterias.
Como veremos en el apartado 5.2.5- (Relaciôn de 
Pseudomonas syringae pv. savastanoi con las heladas), se ha 
demostrado que la presencia de esta bacteria como epifita 
incrementa los daftos producidos por las heladas, ya que 
determinadas molécules de su superficie catalizan la formaciôn 
de hielo a partir de agua superenfriada.
Lindow (1978 a y b, 1983) encontre unas relaciones 
cuantitativas entre poblaciones de bacterias con capacidad
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criôgena (INA) y daftos por heladas. Los tamaAos de dichas 
poblaciones, tras varios trataraientos bactericidas y de 
bacterias competidoras sobre hojas de maiz, oscilaban de 102 a 
106 u.f.c. por gramo de tejido de hoja. Cuando las hojas eran 
sometidas a temperaturas de -4.5 a -5.0 * C . bajo condiciones
controladas, la cantidad de daftos por heladas se podia
relacionar con la cantidad de bacterias.
5.2.2. Presencia de Pseudomonas syringae pv. savastanoi en el
suelo.
Generalmente se cree que los fitopatôgenos bacterianos 
no estàn bien adaptados a sobrevivir en el suelo. Buddenhagen 
(1965) catalogô a las bacterias fitopatôgenas encontradas en el 
suelo en très grupos: visitantes transeûntes, visitantes
residentes y residentes. Al parecer la mayoria de estas
bacterias pertenecen a la primera catégorie, entre ellas varios 
représentantes del género Pseudomonas, como Pseudomonas syringae 
pv. savastanoi (Shuster et al. 1974).
Hay una gran cantidad de trabajos de investigaciôn que 
tratan de estudiar la supervivencia en distintos habitats de 
las variedades patolôgicas que afectan a plantas anuales, ya 
que, en estos casos, no hay posibilidad de explicar la 
permanencia del inôculo de forma continuada, como hemos visto 
que ocurre en el olivo. Asi, se ha demostraado que Pseudomonas 
syringae pv. tomato puede transmitir la enfermedad al tomate 
encontràndose la bacteria en el suelo desde el momento de la
germinaciôn de la semilla (Schneider et al. 1977). Lo mismo se
puede decir de Pseudomonas syringae pv. glycinea con respecto a
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la soja (Daft et al. 1972).
En cuanto a la bacteria que nos ocupa. Pseudomonas
syringae pv. savastanoi, no hay trabajos que traten de explicar 
su supervivencia en el suelo.
5.2.3. Relaciôn de Pseudomonas syringae pv. savastanoi con
insectos.
Smith (1920) nos habla ya de que Pétri en Italia habia 
demostrado en su trabajo "Richerche sopra i batteri intestinale 
délia Mosca olearia", que la mosca del olivo, Dacus oleae, 
portaba el bacilo de la tuberculosis del olivo junto con el 
bacilo aumarillo ( Ascobacterium luteum. Babes, segûn la 
nomenclature que usa el propio Smith) en sus gladulas salivales 
y diverticulos intestinales como un ocupante regular,
simbiôtico.
Ruiz Castro (1948), también se refiere a este hecho,
que transcribimos literalmente, al hablar de la larva de Dacus
oleae; "Sobre este punto es interesante recordar que en la 
pequefta larva existe un foco inicial de patogeneidad, segûn 
atestiguan los notabilisimos estudios de Pétri. Se trata del 
Bacterium savastanoi. Petri (agente de la terrible tuberculosis 
del olivo) y el inofensivo Ascobacterium luteum (en relaciôn 
simbiôtica con todos los estados de la especie Dacus oleae), 
que se encuentran alojados dentro de cuatro grandes 
abultamientos que existen al principio del intestine medio de la 
larva. Al pupizar se forma un ôrgano faringeo dorsal que, en la 
imago, esta repleta de bacterias y como la hembra tiene los 
oviductos unidos en parte al intestino, lleno de bacterias, la
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infecciôn se mantiene a través de los huevecillos, por cuyo 
micropilo penetran aquellas para contaminar el embriôn".
También Gorlenko (1965) incide sobre el tema,
indicando que, debido a la transmisiôn transovàrica, la bacteria 
se encuentra en todas las etapas de desarrollo de Dacus oleae. 
para este autor, la tuberculosis del olivo esta màs extendida en 
paises en los que se encuentra la mosca, mientras que en los 
paises en los que la mosca està ausente, la enfermedad se
propaga muy lentamente. Por otro lado, nos habla de que se ha
establecido un alto grado de relaciones simbiôticas entre Dacus 
oleae y varias especies de bacterias (no especifica cuales), 
entre ellas la de la tuberculosis del olivo. La existencia del 
patôgeno era probada por la infecciôn de ramitas de olivo con 
una suspension de cultivos obtenidos de los intestinos del
insecto.
La relaciôn simbiôtica fué probada por Hagen (1966). 
Administrando a los adultos de Dacus oleae dietas que contenian 
Estreptomicina, déüsan huevos estériles, desde el punto de vista 
bacteriolôgico, de los cuales se podia obtener la larva. Las 
larvas eran incapaces de madurar en aceitunas, desarrollàndose 
normalmente en un medio artificial que contenia un hidrolizado 
de proteinas, y no en medios con proteinas intactes. Se sugiriô, 
por tanto, que la simbiosis séria necesaria para la degradation 
de los tejidos de la aceituna, posiblemente por proteolisis, ya 
que si no ocurre esto no serian asimllables por la larva 
(Fytizas et al. 1966). En trabajos posteriores (Fytizas 1970), 
el mismo autor probô varios antiblôticos, deduciendo que las
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tetracicllnas y viomlcina producen el mismo efecto de prévenir 
el desarrollo de la larva.
Schuster (1974) trata también la transmisiôn 
transovàrica de la bacteria, aunque para este investigador la 
mosca no es esencial para la supervivencia y transmisiôn de la 
bacteria. Lo màs destacable de este trabajo es el método que 
denominan aposimbiôsis. Basàndose en los trabajos citados 
anteriormente sobre tratamiento con antibiôticos de los insectos 
adultos, propone tratamiento similares sobre las plantas. De 
esta forma séria posible tratar al mismo tiempo el 
microorganismo y el insecto dependiente.
Parece claro, por las demostraciones existantes, que 
existe la asociaciôn de Pseudomonas syringae pv. savastanoi con 
Dacus oleae, aunque queda por probar si el insecto puede actuar 
como vector en la transmisiôn de la tuberculosis del olivo.
Con respecto al resto de los paràsitos del olivo, no 
hay ningùn dato de asociaciôn ni de que actuen como vectores.
5.2.4. Relaciôn de Pseudomonas syringae pv. savastanoi con otras
bacterias.
Ya hemos visto en el apartado anterior con Pétri, segûn 
Smith (1920) cita la presencia simultànea del agente de las 
tuberculosis del olivo con otro microorganismo, al que llama 
Ascobacterium luterm Babes, en relaciôn con Dacus oleae.
Anteriormente, ya Savastano habia obtenido un 
microorganismo amarillo en alguno de sus cultivos, porque 
describe al bacilo de la tuberculosis del olivo como amarillo en 
un medio en el que no lo es (Smith 1920). Al mismo tiempo ôtros
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autores, como Berlese en 1905, citado por Smith, consideraban 
al microorganismo amarillo Bacillus oleae (Arch) Trev. como la 
causa de un tipo de tubérculo.
Para Smith, todos estos hallazgos eran considerados 
como de bacterias saprôfitas que acompénaban al patôgeno.
La ultima referencia a estas bacterias la tenemos en 
Dash et. al. (1984), que se refieren a ellas como Agrobacterium 
luteum, présentes en la superficie de los olivos y que pueden 
ser adquiridos por la mosca del olivo, Dacus oleae, e 
incrementarse en los ûltimos estados larvarios. Esta 
denominaciôn, que compléta séria Agrobacterium luteum (Babes) 
Hellmuth. 1956, no aparece ya en el Bergey's Manual" (8^  
Ediciôn), encontràndose en "species incertae sedis" la especie 
Agrobacterium luteum Ahrens y Rheinheimer 1967, que nada tiene 
que ver con la que nos ocupa, por tratarse de bacterias marinas 
(Allen y Holding, 1974). En el "Bergey's Manual" (1984), ya no 
se considéra ninguna de estas especies incluidas en el género 
Agrobacterium (Kersters y De Ley. 1984).
Con denominaciôn o sin ella, està claro que hay una 
serie de bacterias, blancas o amarillas, que acompaftan siempre a 
Pseudomonas syringae pv. savastanoi en los tumores del olivo y 
en la mosca del olivo.
Esta asociaciôn no es la ûnica conocida en la especie, 
Gaitatis et al. (1987) describieron la asociaciôn de Pseudomonas 
syringae pv. syringae y Pseudomonas syringae pv. tomato, con 
otras bacterias identificadas como Xanthomonas spp. en plantas 
de pimienta y tomate.
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5.2.5. Relaciôn de Pseudomonas syringae pv. savastanoi con las
heladas.
se ha dicho siempre que una de las principales causas 
de la tuberculosis del olivo son las heladas. Como recopilador 
del "saber popular" de los olivareros, Berrio Moreno (1976) nos 
dice en su obra que la capa exterior de las ramas del olivo es 
mâs sensible a las bajas temperaturas, por cuya causa se
agrietan, dando lugar a la penetraciôn de la bacteria.
Esta misma idea ha sido mantenida por Ingenieros
Agrônomos, especialistas en el tema, como Loussert et al. (1980) 
o Mateo-Sagasta (1975). Este ultimo autor, en concreto, al 
hablar de daftos indirectes de los hielos, seflala "la apertura de 
heridas de muy pequefio tamafto que, muchas veces pasan
desapercibidas en el campo, y que son otros tantes puntos de 
infecciôn por enfermedades posteriores, sobre todo Pseudomonas 
savastanoi, productor de la tuberculosis del olivo".
Antes de pasar a ver la relaciôn de Pseudomonas syringae 
pv. savastanoi con las heladas vamos a exponer algunas
generalidades sobre aspectos fisico-quimicos de la formaciôn de 
hielo.
El hecho de que el punto de solificaciôn del agua sea 
0° C no signifies que por debajo de esa temperatura se produzca 
siempre la formaciôn de hielo. El agua puede ser superenfriada 
hasta varios grados por debajo de su punto de solidificaciôn 
hasta que se forma el hielo espontâneamente, o bien existe algûn 
factor que cataliza la transiciôn liquido-sôlido. Los 
catalizadores de esta transiciôn son conocidos con el nombre de
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"nûcleos de hielo" (Lindow 1983). Estos nùcleos de hielo pueden 
ser partlculas o moléculas tanto inorganicas como orgànicas. 
Entre les nûcleos de hielo inorgànicos, los mâs efectivos son 
el ioduro de plata y la caolinita. Entre los orgânicos, nos 
encontramos cristales de muchos compuestos biolôgicos: 
aminoàcidos, proteinas, esteroides, terpenos, etc. Estos 
compuestos orgânicos son actives como nûcleos de hielo a 
temperaturas relativamente templadas (-5° C), pero sôlo si estân 
en forma cristalina, cuando estân solubilizados pierden su 
capacidad. Por tanto, dichos compuestos orgânicos no nos 
servirian como explicaciôn de la congelaciôn del material 
biolôgico, ya que en condiciones naturales se encuentran en 
soluciôn.
El descubrimiento de que los nûcleos de hielo podîan 
tener un origen biolôgico (Vali. 1971, Schnell y Vali. 1972) 
causô un gran impacto entre los investigadores que estudiaban 
los daftos por las heladas y los patôlogos vegetales. Este 
descubrimiento permitiô la identificaciôn de dos bacterias que 
aparecian como epifitas, Pseudomonas syringae y Pseudomonas 
fluorescens, como las principales fuentes de nûcleos de hielo. 
En concreto Pseudomonas syringae cataliza la cristalizaciôn de 
agua superenf riada a -1. 5° C (MaJti et al. 1974).
Ademàs de cepas de las bacterias citadas, se han 
descrito otras, como Pseudomonas spp. y Brwinia spp, también 
activas como criôgenas (Lindow 1983). Al referimos a cepas, 
queremos decir que dentro de una misma especie se ha encontrado 
una gran variabilidad en la producciôn o no producciôn de
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nùcleos de hielo (Baca et al. 1987, Gross et al. 1984, Lindow et 
al. 1978 b), y dentro de las cepas criôgenas también hay
variabilidad cuantitativa. (Hirano et al. 1985).
A las cepas de bacterias productoras de nûcleos de 
hielo se les denomina INA+ (ice Nucléation Active), cuando se 
habla de su fenotipo; mientras que su genotipo es designado como 
"ice+". Por el contrario a las cepas sin capacidad criôgena se 
las conoce, respectivamente, como INA- e "ice-" (Kozloff et al. 
1984) .
Las demostraciones de la posible relaciôn de existencia 
de bacterias INA-*- como epif itas, en las heladas e infecciôn de 
la planta han sido muy variadas (Klement et al. 1984, Lindow et 
al. 1978 a. suie et al. 1987). Una de las mâs claras es la de 
suie et al., que han investigado la infecciôn de Prunus cerasus 
con cepas INA-*- e INA- de Pseudomonas syringae pv. syringae y 
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum. En los casos descritos, 
las hojas eran infectadas sôlo cuando se habia formado hielo en 
sus espacios intercelulares, lo que ocurria entre -2 y -3® C en 
presencia de cepas INA-*-.
En el caso de Pseudomonas syringae pv. savastanoi, 
Lavermicola et al. (1987 b), en uno de sus estudios sobre la 
flora epifitica del olivo y de la adelfa, compararon, entre 
otros aspectos, la actividad criôgena de 60 cepas aisladas. De 
ellas, sôlo très resultaron INA-*-. Con este resultado concluian 
qué, probablemente, la sensibilidad al frio del olivo y de la 
adelfa no deberia imputarse a la presencia de nûcleos biolôgicos 
de condensaciôn de hielo. Conviene destacar que este trabajo
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ha sido reallzado en el sur de Italia, en localidades alrededcr 
de Bari, en la costa Adriàtlca, recoglendo las muestras «n 
mayo, junio y julio, sin tener en cuenta las variaciones
estacionales a que se ven sometidas las poblaciones ce
Pseudomonas syringae pv. savastanoi.
En cuanto a la base molecular de la actividad crlôgeia 
en Pseudomonas syringae, Brvrinia herbicola y Pseudomonas 
fluorescens, se sabe que esté asociada a la bacteria Intacta; to 
se detecta en productos extracelulares.
Hay trabajos que indican que se encuentra ligada a ]a
membrana externa de estas bacterias gram-negativas (Sprang et
al. 1981). Segûn estas investigaciones, séria un material
sensible a proteasas y agentes que desnaturalizan las proteinas, 
lo que sugereria la participaciôn de alguna proteina de la 
membrana externa. Segûn Kozloff et al. (1983), la actividad
criôgena séria reducida por agentes que reaccionan con 
carbohidratos. Este mismo equipo (Kozloff et al. 1984) concluyô 
que dicha actividad, localizada en la pared, tendria dos 
componentes ; uno de ellos seria una proteina con un grupo
sulfhidrilo, termolabil y sensible a proteasas y el otro
componente fué identificado como fosfatidilinositol. Mientras 
que este ûltimo ha sido bien caracterizado, la proteina no se 
conoce.
Teniendo en cuenta que los compuestos lipidicos més 
abundantes en la memd)rana externa de la pared Gram-negativa son 
los 1ipopolisacéridos (LPS), cabria plantearse si el 
fosfatidilinositol forma parte del Lipido A de dichos LPS. En
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el caso de Pseudomonas syringae pv. savastanoi, el LPS ha sido 
analizado con detalle por Santaolalla y caftas (1983), sin 
encontrarse fosfatidilinositol.
La informaciôn genética que hace a una bacteria INA+ en
cepas de Pseudomonas syringae y Erwinia herbicola ha sido
clonada y expresada en Escherichia coli (Orser et al. 1982 y
1983). La expresion de esta caracteristica en E.coli era
similar, cualitativa y cuantitativamente, a la cepa de la que 
procedia el DNA. Esta informaciôn genética podia ser clonada en 
un simple fragmente de restricciôn, por lo que cabria deducir 
que no se trataba de una serie de genes dipersos por el genoma 
y que un numéro limitado de genes, de uno a cinco, eran 
suficientes para determinar el fenotipo INA+.
Finalmente, como consecuencia del establecimiento de la 
relaciôn entre los daftos por heladas y bacterias epifitas, se
estân investigando métodos de control de las bacterias INA+ en
très campos de trabajo: uso de bactericidas, utilizaciôn de
bacterias INA- que tengan caracter antagônico con las INA+, e
inhibidores de los nûcleos de hielo.
5.3. Factores de patogeneidad y virulencia..
Como factores de patogeneidad y virulencia, muchas 
bacterias fItopatôgenas, entre ellas Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi, producen auxinas, fitotoxinas y citoquininas (Wood 
1972, Wakimoto 1977)
5.3.1. Producciôn de auxinas.
Las hormones vegetales regulan muchos procesos
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biolôgicos en plantas superiores, como crecimiento y 
alargamiento celular, diferenciaciôn de tejidos especializados, 
y la induceiôn de la sintesis de proteinas (Darnell 1986). Las 
hcrmonas de plantas puede ser divididas en cinco clases 
principales: auxinas, giberelinas, citoquininas, âcido abscisico 
y etileno.
Entre las auxinas, la mâs conocida es el âcido indol-3- 
acético (Figura 11), y esta es precisamente la que interesa en 
este trabajo, puesto que se sabe ya desde hace mucho tiempo 
(Beltrâ 1959 y Magie et al. 1963) que es producida por 
Pseudomonas syringae pv. savastanoi.
-CMg-COOM
Figura 11. Acido indol-3-acético.
El modo de acciôn de âcido indol-3-acético no ha sido 
dilucidado en todas sus aspectos. Se conoce el efecto en la 
elongaciôn celular, por ejemplo, en el tallo de una planta que 
acaba de germinar y està creciendo, el alargamiento celular està 
restringido a una zona justo bajo el àpice. La elongaciôn y 
crecimiento del tallo es causada por el alargamiento de células 
en una direcciôn. El àcido indol-3-acético (AIA) induce una 
salida localizada de protones de la célula, que produciria 
aflojamientos en dichas localizaciones. (Figura 12). A nivel
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molecular, parece ser que la auxina activa, directa o 
indirectamente, una bomba de protones ligada a la membrana con 
el resultado de una bajada de pH de 7.0 a 4.5. Como consecuencia 
de esta bajada de pH, se reducirian los puentes de H entre las 
fibrillas de celulosa de la pared. La bajada de pH podria 
también activar enzimas en la pared celular que degradasen 
varios constituyentes proteicos o polisacaridos, contribuyendo a 
un ablandamiento localizado de la pared. Debido a la elevada 
presion osmotica interna, la célula se alargaria en direcciôn a 
esas zonas mâs relajadas (Vanderhoef et al. 1981).
La otra funciôn de la auxina es su influencia sobre la 
sintesis de RNA y proteinas. Hay evidencias (Theologis 1986) que 
indican que la auxina suprime la sintesis de unas pocas 
proteinas, y sus m-RNAs, mientras que induce especificamente la 
sintesis de otras proteinas. Muchos de estos niveles alterados 
pueden ser detectados a las 4 horas, tiempo relativamente corto 
en comparaciôn con otros resultados inducidos por la auxina, 
incluyendo la division celular, c[ue no son detectados hasta las 
12 horas.
La produceion de AXA en plantas es necesaria para su 
normal desarrollo. En condiciones normales se necesltan sôlo 
pequefias cantidades y los mecanismos de regulaciôn de las 
plantas aseguran que su producciôn y liberaciôn hacia los sitios 
de actuaciôn ocurra guardando relaciôn con las necesldades de 
desarrollo.
En la enfermedad, la secreciôn de fitohormonas por el 
patôgeno efectua un cortocirculto en los sistemas de regulaciôn
60
(a) CaUa vagatal r t ipm t  d# ta divtamn
•^1— u_j-
Auxni
H* H+ H*
(b)
Pared auxina Exponoaon Pared _
r»gida de protanes retatada
(c) Cehjia otaryoda
AtaPjomienlu
ceiutar
" T
Nudeo
Figura 12. Estimulaciôn del alargamiento celular por el AIA. La 
hormona produce un relajamiento local en la pared. La toma de 
agua por la vacuola crea una turgencla que hace que la membrana 
se expanda contra la pared, alargàndose la célula. El incremento 
del tamafio celular es principalmente debido al aumento de la 
vacuola; la cantidad de citoplasma es constante. (De Darnell
1986).
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normales del huesped. El desequlllbrio de fitohormonas produce 
una proliferaciôn indeferenciada en los tejidos del huesped 
(Kosuge et al. 1985).
La producciôn de AIA no es exclusive de Pseudomonas 
syringae pv. savastanoi, también se da en otros patotipos de la 
especie, en Agrobacterium tumefaciens (Yamada et al. 1985), 
Azotobacter Vinelandi (Garcia-Tavares et al. 1987), Rhizobium 
spp, Bradyrhizobium japonicum y otras bacterias de la rizosfera 
(Hunter 1987, Loper et al. 1986), Zanthomonas spp. (Lavermicola 
et al. 1987), etc. Pero, al contrario de lo que ha ocurrido con 
otras caracterlsticas de la especie, la producciôn de AIA ha 
sido estudiada preferentemente en Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi.
La sintesis de AIA en Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi se produce a partir de L-triptôfano y es catalizada 
por dos enzimas: triptôfano 2-monooxigenasa, que descarboxila
triptôfano para dar indolacetamida, e indolacetamida hidrolasa, 
que rompe la indolacetamida en amociaco y AIA (Kosuge et al. 
1966) . (Figura 13)
El estudio de la genética del proceso comenzô cuando 
Com ai y Kosuge (1980) se plantearon localizar los genes, 
averiguando si tenian localizaciôn cromosômica o 
extracromosômica. Por tratamiento con naranja de acridina se 
obtenian bacterias que no producian triptôfano 2 -monooxigenasa, 
indolacetamida hidrolasa y AIA. Esta deficiencia se correlacionô 
con la pérdida de un plésmido de peso molecular 34 X 10^ . Este 
plAsmido, al que se llamô piAAl, podia ser introducido en
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Figura 13. Sintesis de AIA a partir de L-triptôfano. 
a: triptôfano 2-monooxigenasa. b; indolacetamida hidrolasa.
mutantes laa- por transforméeiôn, restauràndose asi las 
actividades triptôfano 2-monooxigenasa, indolacetamida hidrolasa 
y la producciôn de AIA.
El aislamiento de mutantes no productores de AIA se 
realizaba siguiendo la técnica de Smidt y Kosuge (1978), 
consistente en seleccionar las cepas por su resistencia a 5 
metil triptôfano. En la cepa salvaje, el 5-metil triptôfano era 
oxidado por la triptôfano 2-monooxigenasa, probablemente a 5- 
metil indolacetamida, destoxificando el producto, ya que ni la 
5-metil indolacetamida ni el 5-metil-AIA inhibian el crecimiento 
de la cepa salvaje de Pseudomonas syringae pv. savastanoi, los 
mutantes, por el contrario eran inhibidos por el analogo del 
triptôfano. La selecciôn, por tanto, se podia hacer sembrando en 
medio sin 5-metil triptôfano, haciendo réplicas en medio con 5- 
metil triptôfano y tomando las colonias cpie hablan crecido en el 
primer medio y no en el segundo.
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Los genes correspondientes a la triptôfano 2- 
monooxigenassa, iaaM, y a la indolacetamida hidrolasa, iaaH, 
fueron mapeados y clonados por Cornai y Kosuge (1982), resultando 
ser parte de un operôn en el plàsmido pIAAl.
Para comprobar si siempre se produc i a el AIA en cepas 
portadoras del mismo plàsmido, cornai, Surico y Kosuge (1982), 
hicieron un muestreo con doce cepas de Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi procedentes de adelfa, olivo y aligustre. Dos cepas 
de adelfa procedentes de Italia presentaban un plàsmido 
diferente, pIAA2, de 73 )tb (pIAAl, de 52 Kb, pro^'edia de cepas 
de adelfa de California) con distintos fragmentos de digestion 
con Eco RI, excepto en la regiôn de los genes que codificaban el 
AIA. Posteriormente (Kosuge et al. 1985) se encontrô otro 
plàsmido, pIAA3, de 70 Kb, en cepas de adelfa de California. 
Por el contrario, en cepas de olivo y aligustre, los genes 
correspondientes a la producciôn de AIA, parece ser que tienen 
localizaciôn cromosônica (Kosuge et al. 1985), encontràndose 
homologia por hibridaciôn entre pIAAl y fragmentos cromosônicos 
de cepas de olivo, aunque limitados a 5-6 Kb de los genes iaaM 
e iaaH.
Otra diferencia notable entre las cepas procedentes de 
adelfa y las procedentes de olivo, es qpie las primeras son 
capaces de convertir el AIA en 3-indol-acetil- £-L-lisina (AIA- 
lisina) cuando crecen en presencia de AIA (Hutzinger y Kosuge 
1968). El gen correspondiente a la AIA-lisina sintetasa, iaaL, 
se encontrô en el plàsmido pIAAl buscando mutantes por 
delecciôn. El locus iaaL se pudo clonar en Escherichia coli
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(Glass y Kosuge, 1986). Las cepas procedentes de olivo, por el 
contrario, no producen el conjugado y pueden acumular grandes 
cantidades de AIA. se apunta la posibilidad de que la fomaciôn 
del conjugado podia ayudar a controlar el AIA libre en la célula 
y la cantidad de AIA excretada al tejido del huesped.
Evidence et al. (1986) aislaron otro metabolito 
procédante de AIA, el «-N-acetil-indol-3-acetil- î--L-lisina, 
obtenido a partir de cultives en aedio llquido de Pseudomonas 
syringae pv. savastauioi (cepa de adelfa). comprobaron los 
efectos fisiolôgicos en la elongaciôn del hipocotilo de trigo, 
clorosis de hojas en adelfa y judia y respuesta hipertrôfica en 
discos de patata, comparando con los que producia el AIA. Los 
resultados indicaban que el derivado era un 60% menos active que
el AIA. Dicho metabolito tampoco se encontraba en cepas de
olivo.
Entre las especies bacterianas, citadas anteriormente, 
que también producen AIA, debemos destacar el caso de 
Agrobacterium tumefaciens, en cuyos plàsmidos Ti se han
encontrado regiones de homologias con los genes iaaM e iaaH de 
Pseudomonas syringae pv. savastanoi (Yamada et al. 1985 y 1986).
Finalmente, hay que destacar la gran heterogeneidad de 
métodos para la cuantificaciôn del AIA, por lo que es muy 
dificil la comparaciôn de resultados de diferentes autores.
En primer lugar, todos los métodos se basan en
diferentes extracciones y largos procesos de laüboratorio hasta 
qpie la muestra esté preparada para el anàlisis en si. Las 
extracciones se pueden hacer con eter dietilico (Guinn et al.
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1986), acetonitrilo y cloroformo (Majcherczy)t et al 1986), 
acetona y eter dietilico (Faclcler et al. 1986), acetato de 
etilo (Fett et al., Garcia-Tabares et al. 1987).
Segün el método de anàlisis, a veces, una vez extraido 
el AXA es necesario derivatizarlo aediante una reacciôn quinica: 
formaciôn del éster metilico del AIA para anàlisis por 
cromatografia de gases o espectroraetria de masas (Vine et al.
1987), condensaciôn de AIA con anhidrido acético en medio âcido 
para dar indol- o^-pirona y medir por fluorinetria (Heredia et 
al. 1986), derivatizando con bis-(trimetil- silil)-
trifluroacetamida para cromatografia de gases (Hunter. 1987). 
También se ha utilizado el método ELISA, preparando previamente 
anticuerpos ante un antigeno artificial hecho introduciendo AIA 
en una proteina conjugada (Pence y Caruso. 1987).
Entre los métodos màs simples y, por tanto, màs 
usados, que no necesitam derivatizaciôn, se han empleado: el
método colorimétrico de Gordon y Heber (1951), que se sigue 
utilizando hasta nuestros dias (Lavermicola et al. 1987 b), y la 
cromatografia liquida (HPLC). Tanto uno como otro van precedidos 
de un procedimiento de extracciôn variable segûn los autores.
Si consideramos que el AIA es rapidaunente descompuesto 
por la luz (Jaclcson y Me Wha. 1983), que toda extracciôn, 
ineludiblemente, arroja pérdidas del producto, que algunas de 
las extracciones utilizadas son multiples y de muchas horas de 
realizaciôn, habria que pensar en desarrollar métodos de 
anàlisis màs ràpidos y seguros.
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5.3.2. Producciôn de fitotoxinas.
Erikson y Montgomery (1945) fueron los prlmeros que 
constataron que la sintomatologîa de una enfermedad cancerosa en 
el clruelo (Prunus slllcina Llndl.), producIda por Pseudomonas 
syringae pv. morsprunorum (antes P. mors-prunorum Wornald), era 
debIda en parte a un factor tôxlco que ellos conslderaban una 
"endotoxina proteinacea" que aparecia en los filtrados del
cultivo de la bacteria. Observaron que dichos filtrados 
producian severos daAos sôlo en tejidos de una variedad de 
ciruelo sensibles a la enfermedad y no en tejidos de una 
variedad resistente. Por aquella época no fué obtenida ni 
purificada dicha toxina, ni tampoco se logrô explicaciôn de sus 
efectos diferenciales en los tejidos del ciruelo.
Los trabajos de Sinden y De Vay (1967), y De Vay et 
al. (1968), llevaron a la purificaciôn parcial de una toxina, 
con un amplio espectro de actividad antibiôtica, o partir de 
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, la misma bacteria del
caso anterior, pero obtenida a partir de melocotôn (Prunus
persicae). La inespecificidad antibiôtica era tal que la 
fitotoxina, a la que se denominô siringomicina, inhibia a seis 
especies de bacterias, cuatro especies de hongos, un alga 
unicelular y una especie de Daphnia. (Sinden et al. 1971). El 
organisme màs sensible al antibiôtico era Geotrlchum candldum, 
inhibido completamente por 24 jsq. de Siringomicina por ml.
El primer Intente de purifIcaciôn total y 
caracterizaciôn de la fitotoxina fué hecho por Sinden et al. 
(1971). La bacteria era cultlvada en medio sôlldo (Potato
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Dextrose Agar. Dlfco con 0.4% de Casamlnoàcldos) cubierto con 
una capa de celofân e Incubada S dias a 24» C. El celofàn se 
retiraba y se hadan extracciones con acetona al 50% en agua 
acldlficada con HCl, seguidas de extracciones con n-butanol, se 
desecaba y purificaba por cromatografia en columns de 
carboxlmetllcelulosa y cromatografia sobre papel. Asi se alslô 
un compuesto que reacclonaba con ninhidrina y que colncidia con 
la actividad antibiôtica. Por hidrôlisis àcida y cromatografia 
bidimensional sobre papel se encontrô que la Siringomicina era 
un péptldo constltuido por fenllalanlna, Usina, vallna, âcido 
aspârtlco, âcido gutâmico, glicina, serina, alanlna y un 
aminoâcido desconocido.
Todas las cepas toxigénicas de P. syringae que se 
fueron anallzando producian la misma toxina, excepto una 
procédante del limôn (Citrus), cuya toxina, a la que se llamô 
Siringotoxlna, se parecia a la Siringomicina en su solubilidad 
en disolventes polares, su reactividad con ninhidrina, su 
inactivaciôn a pH 12, y su naturaleza peptidica. Sin embargo la 
Siringotoxina era diferente en su baja aflnldad en résinas 
catlônlcas de carboximetil celulosa, sus valores Rf en 
cromatografia de capa fina y en su movilidad electroforétlca. 
Tras la puriflcaclôn en electroforesls preparatlva se hlzo el 
anàlisis de aminoâcidos, identificados como treonlna, serina, 
gllclna, ornltlna y un aminoâcido bâslco desconocido, Igual al 
de Siringomicina (Gross y De Vay. 1976).
En anàlisis posterlores de Gross et al. (1977 d), los 
hldrollzados porporclonaban resultados diferentes. La
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Siringomicina contenia serina, fenilalanina, un aminoâcido 
bâsico no identificado y arginina, en proporciones 2:1:2:1. La 
Siringotoxina daba treonina, serina, glicina, ornitina y el 
mismo aminoâcido no identificado en proporciones 
equimoleculares.
Desde enfonces se han mejorando los medios para la 
producciôn de fitotoxinas , asi como las condiciones que la 
regulan. En los primeros trabajos de Gross et al. (1977 b y c) 
se comparaüaa la producciôn de Siringomicina en caldo Nutritive, 
Caldo MB, y PDB Difco, adicionando o no en cada caso glucosa y 
Casaminoâcidos en diferentes proporciones, en agitaciôn o en 
repose, y modificando las condiciones de pH y temperature. Las 
majores condiciones resultaron en PDB suplementado con 1.5% de 
D-glucosa y 0.4% de Casaminoâcidos, en cultivo en repose a 23 - 
25° C.
Gross (1985) volviô a revisar las condiciones para la 
producciôn de Siringomicina basândose en que muchas bacterias 
productoras de antibiôticos los excretan como metad)olitos 
secundarios, teniendo una funciôn de destoxificaciôn celular. La 
regulaciôn de dichos metabolites secundarios era llevada a cabo 
por elementos traza especificos, fosfato inorgânico, hierro, 
temperature y pH. Los medios que preparô fueron los slgulentes : 
-PDB, preparado de acuerdo a Gross y De Vay (1977 b),
ellmlnando el hierro con 8-hidroxlqulnollna, e Incorporando 
luego hierro (Fe CI3 ) en cantidades medldas de 0, 0.137, 0.27,
0.54, 1.35, 2.7, 13.5 y 27 mg/1. (0, 0.5, 1, 2, 5, 10, 50 y 100
^mol/1).
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-SRM (Siringomicina Minimo), un medio sintético que 
contenia 1.0% de D-glucosa, 0.4% de L-histldina, 197.2 mg/1 de 
Mg SO^ . 7H2 0, 128mg/l de una soluciôn de KH^ PO^ y HPO^
(0.5:0.5 mol/1) y 2.7 mg/1 de Fe CI3 .
- SRM-M (SRM Modlficado), igual que el anterior pero 
modificando la concentraciôn final de fosfato potâsico a 32.1 
mg/1 .
Antes de llegar a la formulaciôn de estos ültimos 
medios sintéticos hubo que experimenter con varias 
concentraciones de todos los ingredientes.
Con la utilizaciôn de estos medios se estableciô que 
el hierro regulaba la producciôn de Siringomicina. La 
incorporaciôn de 2 ô màs yimol/1 de Fe CI3 en PDB s in hierro, 
proporcionaba en algunas cepas hasta 1024 unidades/ml. de 
Siringomicina, mientras que sin hierro daba sôlo 16 unidades/ml. 
Entre 0.5 y 1.0 yUmol/1 de Fe CI3 , la concentraciôn de hierro y 
Siringomicina eran directamente proporcionales, y de 2 yrmol/l de 
Fe CI3 en adelante, la concentracaiôn de hierro no aumentaba ni 
inhibia la producciôn. De esta forma se llegô también a la 
formulaciôn de los medios sintéticos sedalados anteriormente, 
constatândose que la L-histidina era un aminoâcido fundamental 
para la producciôn de la fitotoxina, asi como la concentraciôn 
de fosfato.
Los estudios sobre el modo de acciôn de la 
Siringomicina comenzaron cuando Penner et al. (1969) observaron 
que la fitotoxina se unia al DNA de Geotrichum candidum 
inhibiendo la RNA polinerasa en extractos libres de células.
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BacKman y De Vay (1971) cotifirmaron estos resultados, aportando 
evidencias de que dicha inhibiciôn podria ocurrir in vivo. Estos 
Bisnos autores, demostraron la inhibiciôn de la sintesis del RNA 
aùn cuando esta no sea DNA-dependiente, como en los casos del 
Virus del Mosaico del Tabaco y del fago MS-2 de E. coli, ambos 
con genoma de RNA-mc de sentido positivo (Matthews, R.E.F.
1984).
Al tratarse de un antibiôtico polipeptidico, Baclunan y 
De Vay, trataron de aplicar las mismas técnicas que se habian 
utilizado en el estudio del modo de acciôn de antibiôticos de 
similar naturaleza. El efecto sobre la tensiôn superficial se 
podia visualizar depositando gotas de 25y^l de diluciones de 
Siringomicina en agua sobre la superficie de plaças Pétri de 
poliestireno. Las gotas correspondientes a concentraciones 
tôxicas tenian ângulos de contacte, segûn observaciôn visual, 
menores de 90» , mientras que las gotas de concentraciones no 
tôxicas presentaban ângulos de contacte de màs de 90».
Esta acciôn sobre la tensiôn superficial sugeria que 
la Siringomicina podria actuar sobre la membrana de las células 
sensibles. Utilizando el método de Kinslcy (1962), en cultives de 
Geotrichum candidum incubando con dosis subletales de 
Siringomicina, se podia detectar un incremento de la absorbancia 
a 260 nm. en el medio de cultivo filtrade, lo que indicaba 
pérdida de componentes celulares como consecuencia de los 
cambios en la permeabilidad de la membrana. Este mismo efecto se 
pudo demostrar sobre eritrocitos de conejo lavados, que perdian 
hemoglobina al ser tratados con Siringomicina.
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La Blcroscopia electrônlca vlno también a confirmât el 
efecto de la Siringomicina sobre las mebranas viéndose alteradas 
tanto la membrana plasmâtica y la envoltura nuclear, como las 
mebranas mitocondriales (Surico et al. 1982).
A partir de estos primeros estudios, la mayoria de los 
investigadores consideraron que la inhibiciôn de la sintesis del 
RNA era, probablemente, un modo de acciôn secundario, por lo 
que sus investigaciones se han centrado sobre la acciôn de la 
Siringomicina en las membranas de diferentes organismes. Asi, 
Zhang et al. (1986) demuestran el efecto de la fitotoxina sobre 
la membrana de Saccharomyces cerevisiae, y sobre la membrana de 
Rhodotorula pilimanae (mismos autores, 1987) concluyendo que 
inhibia el crecimiento celular alteramdo el potencial eléctrico 
y la diferencia de pH a través de la membrana, y estimulando el 
bombeo de protones de la ATP-asa.
Reidl et al. (1987) y Bidwai et al. (1987 a y b), 
inciden de nuevo sobre el tema y en las conclusiones, pero 
estudiando ya el efecto sobre membranas vegetales (maiz y 
remolacha) y no sôlo sobre levaduras. Estos ûltimos autores, al 
referirse al incremento de la actividad ATP-asa en la membrana 
sugieren que no se debia a una alteraciôn de los gradientes 
iônicos, sino por efectos de regulaciôn o modificaciôn covalente 
del enzima.
También se han hecho estudios sobre el efecto de la 
Siringomicina sobre las plantas (Surico y lacobellis 1977, 
Seemueller 1980), principalmente por inoculaciôn sobre hojas, 
detectândose no sôlo la necrosis que produce sino también su
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acciôn sobre las membranas y los cloroplastos. Previamente Gross 
y De Vay (1977 a) ya habian demostrado en algunas cepas de 
Pseudomonas syringae causantes del moteado del maiz, que todas 
las que producian necrosis en los tejidos de la planta eran 
también productoras de siringomicina en medio artifical, 
mientras que las cepas no productoras de Siringomicina no 
causaban necrosis. No obstante, no se detectaban diferencias 
significativas en cuanto a la multiplicaciôn en los tejidos del 
huesped entre las cepas productoras y no productoras de 
Siringomicina. Painter y Alconero (1979), prepararon anticuerpos 
marcados con fluoresceina frente a Siringomicina para detectar 
la toxina en plantas infectadas. Los tallos y hojas de melocotôn 
inoculadas con Pseudomonas syringae o con Siringomicina 
presentaban la fluorescencia tipica verde-amarillenta del 
marcador en todos los tejidos infectados o infiltrados, lo que 
no ocurria en las plantas de control sanas. La mayoria de la 
fluorescencia se observaba en la periferia de las células, y 
se detectaba en xilema, floema, cambium y parénquina medular.
En los primeros estudios genéticos de Gonzalez y 
Vidaver (1978, 1979 y 1980), se asocia la producciôn de
Siringomicina con la presencia de determinados plàsmidos. 
curando de plàsmidos la cepa HS 191 de Pseudomonas syringae, 
patôgena del maiz, y comparando esta cepa con la cepa sin curar, 
se demuestra una asociaciôn entre la presencia del plàsmido, 
llamado pCG131, y producciôn de Siringomicina, resistencia a la 
bacteriocina PSC-IB y a los fagos Psp 1 y Psy 4A. comparando 
plàsmidos de cepas procedentes de mijo, almendro y albaricoque.
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todas producian siringomicina y contenian un sôlo plàsmido de 
unos 35 Md que por tratamiento con EcoRI daba, en los très 
casos, un fragmente de 1.3 Md. Aparté de esta caracteristi‘~a en 
comûn, los très plàsmidos presentaban diferentes fragmentes de 
digestion con endonucleasas.
En estudios posteriores (Gross y Vidaver 1981), 
intentaron la transformaciôn de cepas no productoras de 
Siringomicina que no contenian plàsmidos détectables, o cepas 
curadas de pCG 131, utilizando dicho plàsmido, pero no se 
consiguieron los resultados esperados. Currier y Morgan (1983), 
analizaron en 40 cepas la presencia de plàsmidos. De 21 cepas 
que producian Siringomicina, sôlo 9 contenian plàsmidos. De 10 
que producian Siringotoxina, todas contenian, al menos, un 
plàsmido. Eliminando los plàsmidos de dos cepas productoras de 
Siringomicina, no se afectaba ni la producciôn de la fitotoxina 
ni la patogeneidad. Finalmente, Gonzàlez et al. (1984) llegaron 
a la conclusiôn de que las cepas desprovistas de plàsmido pCG 
131 aûn producian Siringomicina, y que las cepas receptoras no 
productoras no se transformaban al adquirir el plàsmido. Por 
tanto, es muy poco lo que se sabe acerca de la genética de la 
sintesis de la fitotoxina.
5.3.3. Producciôn de Cltoquinlnas.
Desde 1935, Wilson ya sospechaba, en base a sus 
estudios morfolôgicos, que habia dos agentes impiicados en la 
sintomatologîa de la tuberculosis del olivo, de los cuales uno 
induciria hipertrôfia y otro induciria la hiperplasia.
El descubrimiento de que Pseudomonas syringae pv.
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savastanoi producia cltoquinlnas se debe a Surico et al. (1975). 
Haciendo extractos en acetato de etilo de filtrados de cultivos 
de la bacteria, cromatografiaban en capa fina y hacian ensayos 
biolôgicos, obteniendo unas actividades citoquininas similares a 
la iso-pentenil adenina e iso-pentenil adenosina de 
Agrobacterium tumefaciens.
El mismo equipo de Surico (1985 a,b,c), estudiô las 
relaciones entre la producciôn de AIA y citoquininas en cultivo, 
asi como la patogeneidad, en cepas de Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi procedentes de olivo, adelfa y sus mutantes <><-metil 
triptôfano résistantes. Las cepas salvajes producian AIA y 
citoquininas en diferentes proporciones. Las et-metil 
triptôfano-resistentes producian poco o nada de AIA y la misma 
cantidad de citoquininas que sus progenitoras. La citoquinina 
aislada por este ec[uipo fué identif icada, en base a dates 
espectroscôpicos, como 1" metil-trans-zeatina ribôsido. (Figura 
14)
HO
NO ON
Figura 14. Estructura de la citoquinina aislada de Pseudomonas 
syringae pv. savastanoi.
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La IdentifIcaciôn de esta citoquinina ha sido 
confirmada, asi como la obtenciôn de otros derivados metilados, 
como l"-metil zeatina y l"-metil dihidro zeatina ribôsido 
(Morris.1986).
La construcciôn de genotecas de plàsmidos de la 
bacteria ha permitido la localizaciôn de un gen, llamado "ptz", 
que codifica la sintesis de citoquininas. La expresiôn de "ptz" 
en Escherichia coli producia la secreciôn de zeatina, zeatina 
ribôsido, iso-pentenil adenina e iso-pentenil adenosina. También 
se ha podido demostrar una considerable homologia funcional 
entre "ptz" y los genes "tzs" e "ipt" de Agrobacteriua 
tumefaciens (Morris et al. 1986).
5.4. Importancia econômica de la enfermedad.
A pesar de ser los paises mediterràneos los 
principales productores de aceituna y, por tanto, los 
principales afectados a nivel econômico, no se ha desarrollado 
ningûn trabajo a nivel regional que évalué cuantitativaroente los 
daâos de la enfermedad. En todos los trabajos sobre el tema
ûnicamente se habla de una évidente pérdida de vigor en los
àrboles fuertemente atacados por la tuberculosis.
El ûnico trabajo cuantitativo sobre el tema es el de 
Schroth et al. (1973) en California. Estos investigadores han
encontrado que la producciôn media de aceitunas en àrboles que
tienen de 0.1 a 0.3 tumores por 0.3 m. de rama frutal, a lo que 
ellos llaman infecciôn ligera, es de 121.3 Kg, mientras que los 
àrboles que tienen de 0.51 a 1.0 tumores por 0.3 m., infecciôn
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moderada, producen 94.6 Kg. Los autores concluyen, aportando 
datos economlcos, que las pérdidas por acre de tierra deben ser 
de 403.38 dôlares, naturalmente, segûn el precio de la aceituna 
en California y del valor del dolar en 1973.
II. OBJETIVOS DEL TRABAJO
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II. OBJETIVOS DEL TRABAJO
Los objetlvos del trabajo de investigaciôn a reallzar 
los podemos resumlr en los sigulentes puntos:
1. El estudio cualitativo de la flora bacteriana 
asociada a los tumores inducidos por Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi, no solo en Olea europaea, sino también en otras 
plantas afectadas por la misma enfermedad. Este estudio
comprende también el establecimiento de los medios de cultivo 
y los métodos màs adecuados al fin.
2. Analizar la variabilidad de las cepas de Pseudomonas 
syringae pv. savastanoi aisladas a partir de tumores de varias 
plantas, a partir de la flora epifitica y a partir de los
paràsitos asociados a la enfermedad.
3. Analizar la variabilidad de otras bacterias
présentes en la flora tumoral junto con Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi, tratando de clasificar dichas bacterias puesto gué , 
segûn hemos expuesto en la Introduccién, las denominaciones y 
taxonomia son confusas.
4. Establecer relaciones entre Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi con los paràsitos del olivo, con los métodos de 
recolecciôn de la aceituna, con las heladas y con las
variaciones estacionales de humedad y temperatura.
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5. Estudlar las variaciones estacionales, a nivel 
numerico que se producen en la flora epifitica del olivo, para 
poder relacionarlas con los ataques de la enfermedad.
6. Contribuir al conocimiento de la Anatomia. 
Histologia y Citologia de la enfermedad.
7. Estudiar la producciôn de metabolites (âcido indol- 
3 - acético y siringomicina), tratando de establecer cuales son 
las condiciones ideales de producciôn mejorando, en lo posible, 
la detecciôn y cuantificaciôn de dichos productos.
III. MATERIALEs Y METODOS
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III. MATERIALES 7 METODOS 
1. MATERIALES
1.1. La zona olivarera 6 o Centro
Constituida por comarcas de las provinclas de Avila, 
Madrid, Toledo, Ciudad Real, Cuenca, Guadalajara y Albacete. 
Contiene una superficie de olivar de 359.019 Ha., dedicada toda 
ella a aceituna de almazara, con una producciôn de 231.202 Tm. 
de aceituna, que proporcionan 51.519 Tm de aceite.
En esta zona, el olivar acusa ostensiblemente la 
sequia, que proviens de la baja pluviosidad en los meses de 
Febrero, Marzo, Abril, Julio, Agosto y Septiembre.(Puerta et al. 
1972)
1.2. La comarca de Navahemosa.
La comarca de Navahermosa es, tras la de Mora, la màs 
olivarera de la provincia de Toledo, con una superficie de 
olivar de 20.500 Ha y con una producciôn media de aceite Kg/Ha 
de 219.36. Ocupa, por tanto, el tercer lugar en rendimiento de 
las 33 comarcas de la Zona 6 , tras la de Hellin (261.30 Kg/Ha) 
y la de Mora (225.84 Kg/Ha.)
No sôlo es importante el rendimiento obtenido en la 
comarca, sino también la gran calidad del aceite, como lo 
demuestra el hecho de que, segûn el Anuario de Estadistica 
Agraria 1985 (M.A.P.A.), la provincia de Toledo es la ûnica de 
la zona Centro en la que el 82.99% de su aceite es de calidad 
extra.
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La locallzaciôn geogràfica y la extension de la comarca 
de Navahermosa se pueden ver en el mapa de la provincia de 
Toledo (Puerta, C. de la, 1972). que aparece en la Figura 15.
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Figura 15. Distribuciôn geogràfica de las comarcas olivareras de 
la provincia de Toledo.
Dentro de la comarca, nuestro estudio lo hemos 
realizado en la llaraada Rafla de la Mascura, limitada por las 
coordenadas geogràficas 4° 28' y 4® 32' de longitud Oeste y 39® 
38' y 39° 42' de latitud Norte, situada entre las cuencas de los 
rios Majadillas y Cedena. La localizaciOn la podemos ver en la
Figura 16, en la que nos encontramos también el Esquema de
CaracterizaciOn Agroclimàtica .
Los Olivares de la comarca de Navahermosa podemos
clasificarlos, segùn el conocimiento que nos ha dado el
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Figura 16. Mapa de Cultives y Esquema de Caracterizaciôn 
Agroclimàtica de la Rafla de la Mascura. Tornade de los Mapas de 
Cultive y Aprovechamiento (E. 1:50.000), hojas 655, 656, 683 y
684. Ministerio de Agriculture. 1977.
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c o n t i n u o  a n d a r  e n t r e  e l l o s ,  e n  d o s  t i p o s  p r i n c i p a l e s :
-  O l i v a r e s  d e  r a f l a :  L a  r a f l a ,  p a l a b r a  d i f i c i l m e n t e
e n c o n t r a b l e  e n  l o s  d i c c i o n a r i o s  a l  u s o .  e s  u n  v o c a b l o  e m p l e a d o  
e n  z o n a s  d e  l a  p r o v i n c i a  d e  T o l e d o  y  E x t r e m a d u r a  p a r a  d e n o m i n a r  
m e s e t a s ,  g r a n d e s  p l a n i c i e s  e l e v a d a s  d e  t e r r e n o  c u l t i v a b l e .  L o s  
o l i v a r e s  m a s  i m p o r t a n t e s  d e  l a  c o m a r c a  d e  N a v a h e r m o s a  e s t â n  
s i t u a d o s  e n  l a  R a f l a  d e  l a  M a s c u r a .  D i c h o s  o l i v a r c s  s e  e n c u e n t r a n  
s o b r e  u n a  s u p e r f i c i a l  c a p a  f r e à t i c a ,  c u y o  n i v e l  a c u s a  m u c h o  l a s  
v a r i a c i o n e s  c l i m à t i c a s ,  a l c a n z a n d o  l a  s u p e r f i c i e  e n  é p o c a s  d e  
I l u v i a s ,  y  d e s c e n d i e n d o  h a s t a  l o s  4 - 5  m .  d u r a n t e  l a  e s t a c i ô n  
s e c a .  E l l o  t r a e  c o m o  c o n s e c u e n c i a  l a  a d a p t a c i ô n  d e l  s i s t e m a
r a d i c u l a r  p a r a l e l o  a l  s u e l o .  E n  e s t e  t e r r e n o  s e  d a n  l a s
p r o d u c c i o n e s  m é s  a l t a s  d e  l a  c o m a r c a ,  d e  u n o s  2 0  k g .  p o r  p i e .
( F i g u r a  1 7 . )
Figura 17. Olivar de la Rafla de la Mascura
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-  O l i v a r e s  d e  l a s  e s t r i b a c i o n e s  d e  l o s  M o n t e s  d e  
T o l e d o :  E s t â n  c o n s t i t u i d o s  p o r  é r b o l e s  d e  m e n o r  p o r t e  d e b i d o  a
l a s  d u r a s  c o n d i c i o n e s  e n  q u e  s e  d e s a r r o l l a n .  L a  c a n t i d a d  d e  
s u e l o  d i s p o n i b l e  e s  m u y  p e q u e r t a ,  t e n i e n d o  q u e  a d a p t a r  s u  s i s t e m a  
r a d i c u l a r  a  l o s  a c c i d e n t e s  d e l  t e r r e n o .  F a v o r e c e  s u  d e s a r r o l l o  
e l  h e c h o  d e  q u e  e l  s u e l o  e s t a  c o m p l e t a m e n t e  c u b i e r t o  d e  g r a n d e s  
g u i j a r r o s ,  c o n  l o  q u e  s e  r e t i e n e  l a  h u m e d a d  e n  l a  e s t a c i ô n  s e c a .  
E n  e s t e  t e r r e n o  l a  p r o d u c c i ô n  n o  s u e l e  s o b r e p a s a r  l o s  1 0  k g .  p o r  
p i e .  ( F i g u r a  1 8 )
Figura 18. Olivar de las estribaciones de los Montes de Toledo.
Las variedades del olive que se encuentran en la 
comarca de Navahermosa son:
- Cornicabra: Esta variedad constituye, practicamente,
el 100% de los cultivos de la comarca. Sus àrboles son de vigor 
medio. La forma curva del fruto es muy caracteristica. De ahi el
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nombre de la variedad, "cuerno de cabra". La madurez es tardia, 
dando frutos relativamente grandes y con buen rendimienco en 
aceite, siendo este de buena calidad. Se trata de una variedad 
especialmente sensible a la tuberculosis del olivo y a Dacus 
oleae. (Figura 19).
Figura 19. variedad cornicabra.
- Manzanilla toledana: Esta variedad, tambien
denominada localmente Negrilla o Redonda, se cultiva
aisladamente, encontrândose unos pocos ârboles en el conjunto de 
un olivar constituido por Cornicabra. A veces se encuentran en 
el olivar en los llamados "entrelineos", àrboles que constituyen 
la linde de una finca a otra. Sus frutos son notablemente 
redondeados, siendo la producciôn muy baja. esta variedad es 
especialmente resistente a la tuberculosis del olivo. (Figura 
20) .
- Acebuche: Se trata del olivo salvaje, que crece
F i g u r a  2 0 .  V a r i e d a d  M a n z a n i l l a  T o l e d a n a .
e s p o n t é n e a m e n t e . N o r m a l m e n t e  s e  e n c u e n t r a  a c h a p a r r a d o  y  s i n  
t r o n c o ,  t e n i e n d o  u n  a s p e c t o  e s p i n o s o .  E l  f r u t o  e s  s e c o ,  s i n  
a p e n a s  m e s o c a r p i o .  E n  l a  c o m a r c a  d e  N a v a h e r m o s a  a p a r e c e  e n  
a l g u n a s  m a n c h a s ,  c o m o  l a s  q u e  s e  d a n  e n  l a  c u e n c a  d e l  r i o  
C e d e n a .  { F i g u r a  2 1 ) .
1 . 3 .  C e p a s  d e  P s e u d o m o n a s  s y r i n g a e  p v .  s a v a s t a n o i .
L a s  c e p a s  d e  P s e u d o m o n a s  s y r i n g a e  p v .  s a v a s t a n o i  h a n
s i d o  o b t e n i d a s  a  p a r t i r  d e  t u m o r e s  e n  l a  n a t u r a l e z a ;
L a  c e p a  q u e  d e n o m i n a r e m o s  P s i ,  f u é  o b t e n i d a  e n  1 9 7 8  a  
p a r t i r  d e  t u m o r e s  d e  O l e a  e u r o p a e a  L . ,  v a r i e d a d  C o r n i c a b r a ,  e n  
l a  c o m a r c a  d e  N a v a h e r m o s a .
L a  c e p a  P s 2 ,  s e  a i s l ô  e n  1 9 8 6  e n  l a  m i s m a  c o m a r c a  y  e n  
l a  m i s m a  v a r i e d a d  d e  o l i v o .
L a  c e p a  P s 3 ,  a i s l a d a  e n  1 9 8 6 ,  e n  l a s  m i s m a s  
c o n d i c i o n e s  y  l o c a l i z a c i o n  q u e  l a  a n t e r i o r ,  d i f e r e n c i â n d o s e  e n
85
F i g u r a  2 1 .  Olea europaea var. sylvestris o  a c e b u c h e .
u n a  m a y o r  f l u o r e s c e n c i a  e n  e l  M e d i o  B  d e  K i n g .
L a  c e p a  P s 4 , a i s l a d a  e n  1 9 7 8  a  p a r t i r  d e  t u m o r e s  d e
Olea europaea var. sylvestris. Brot., e n  l a  z o n a  d e  a c e b u c h e s
e x i s t a n t e  e n  e l  R i o  C e d e n a .
L a  c e p a  I F 3 0 2 6 ,  c e d i d a  p o r  E l e n a  A l o n s o  d e l  I n s t i t u t e  
d e  F i t o p a t o l o g i a  d e l  C . S . I . C . ,  p r o c é d é  d e  o l i v o  d e  B e n i d o r m  
( A l i c a n t e ) .
L a  c e p a  P s A ,  a i s l a d a  e n  1 9 8 0  a  p a r t i r  d e  t u m o r e s  d e
NeriUB oleander L. , e n  l a  C a l l e  d e  A r t u r o  S o r i a  d e  M a d r i d .
L a  c e p a  P s F ,  a i s l a d a  e n  1 9 8 0  d e  t u m o r e s  d e  Fraxinus 
excelsior L. , e x i s t a n t e s  e n  l a  r i b e r a  d e l  R i o  C e d e n a .
L a  c e p a  P s R ,  a i s l a d a  e n  1 9 8 0  a  p a r t i r  d e  t u m o r e s  d e
Rétama sphaerocarpa L. e n  l a  z o n a  d e l  R i o  C e d e n a .
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1.4. Cepas de otras bacterlas asocladas a la tuberculosis del
olivo.
Como citabamos en la Introducei6n, apartado 5.2.4., se 
pueden detectar otras bacterias junto a Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi en los tumores, que habian sido denominadas por 
ultima vez Agrobacterium luteum (Babes) Hellmuth. 1956. Pues 
bien, para comparar las bacterias que acompaAan a Pseudomonas 
syringae pv. savastanoi en los tumores, en los parasitos del 
olivo y en su presencia como epifita, hemos utilizado las 
siguientes cepas:
Agrobacterium tumefaciens, cepa C58, proporcionada por 
R. Beltrà, procédante del Laboratorio de Genética de la 
Universidad de Gante (C.E.C.T. 90).
Agrobacterium tumefaciens, cepa G88, proporcionada 
también por R. Beltrà, con la misma procedencia que la anterior, 
no incluida en el catélogo de Cepas (1985) de la C.E.C.T.
Agrobacterium tumefaciens, a la que denominaremos cepa 
V, obtenida a partir de tumores de vid en la provincia de Toledo 
por R. Beltrà.
Krwinia carotovora var. atroseptica (C.E.C.T. 314,
N.C.P.P.B. 549), actualmente clasificada en el Bergey's Manual 
(1984) como subespecie atroseptica.
Erwinia carotovora var. carotovora (C.E.C.T. 225,
N.C.P.P.B. 312), también clasificada hoy como subespecie 
carotovora,
Todas las demâs cepas estudiadas en este trabajo, 
tanto de Pseudomonas syringae pv. savastanoi como de otras
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bacterias relacionadas con ella han sido obtenidas en su habitat 
natural: tumores, flora epifita, asociadas a Dacus oleae y
suelo.
1.5. Plantas empleadas para pruebas de patogeneidad.
Las pruebas de patogeneidad se han hecho, 
principalmente sobre olivos de la Rafta de la Mascura, en la 
comarca de Navahermosa (Toledo).
Ocasionalmente se han realizado también inoculaciones 
en Nerium oleander, Phaseolus vulgaris y Lycopersicum 
esculentum.
1.6. Medios de cultive.
1.6.1. Medios para el aislamiento de bacterias
Agar nutritive
Preparado segûn las instrucciones del fabricante 
(Pronadisa). Como es un.medio general, no selectivo, en él 
crecen bien todas las cepas estudiadas y se puede emplear para 
anàlisis cuantitativos. Todas las cepas de Pseudomonas 
fitopatôgenas crecen en este medio, tras incubaciôn a 25® C 
durante 48 h., produciendo colonies transparentes de, 
aproximadamente, 1 mm. de diâmetro. Las cepas de bacterias que
acompaAan a Pseudomonas, producen colonies de unos 2 mm de 
diâmetro, presentando color amarillo o blanco.
Agar Nutritive con 1.5 g/l de Sales Biliares 
Présenta las mismas caracteristicas que el anterior.
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el crecimlento de las dlferentes bacterias es Igual, pero con la 
ventaja de que las Sales Biliares inhiben el crecimlento de las 
Gram-positivas.
Agar Nutritive con 25 mg/1 de Cristal Violeta 
Al igual que el medio precedente, se produce 
inhibiciôn de las Gram-positivas, en este caso por el Cristal 
Violeta. Las cepas de Pseudomonas crecen todas, pero las
colonias son mas pequeAas que en los dos anteriores, con unos 
0.5 mm de diâmetro. Las bacterias que acompaAan a Pseudomonas 
captan algo del colorante, por lo que se camufla su
pigmentaciôn.
Medio B de King (King et al. 1954)
Preparado segûn las instrucciones del fabricante 
(Blomerieux). En este medio crecen también todas las cepas 
estudiadas. Las cepas de Pseudomonas, en las mismas condiciones 
que en los medios anteriores, producen colonias de 1-2 mm. de 
diâmetro, transparentes, exaltândose la producciôn de pigmentes 
fluorescentes. Las otras cepas acompaAantes producen colonias 
muy mucosas y abombadas, de mâs de 5 mm. de diâmetro. La
producciôn de câpsula es tan abundante que llegan a gotear sobre 
la tapa de la plaça. También aparecen con sus colores
caracteristicos amarillo o blanco.
Medio B de King con Antibiôticos 
Con la misma composiciôn que el anterior, pero 
aAadiendo Ampicilina a concetraciôn de 10yxg/ml. y Nistatina, 
10.000 u/ml. Este medio es selectivo para Pseudomonas syringae.
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por su reslstencia a los Beta-lactàmidos. Se puede emplear para 
detectar dicha bacteria en medios con flora mixta, como suelos y 
flora epifita, impidiéndose el crecimlento de raohos y levaduras 
por la Nistatina.
Medio D4 (Kado y Heskett 1970)
Segûn la definicion de los autores es un medio 
selectivo para Pseudomonas fitopatôgenas, con la siguiente 
composiciôn:
Glicerol _________________________  10 ml.
Sacarosa _________________________  10 g.
Hidrolizado de caseina___________  1 g.
NH^cl______________________________ 5 g.
Lauril sulfato sôdico   0.6 g.
Agar ______________________________ 15 g.
Agua ______________________________  1000 ml. pH= 6.8
En este medio no crecen todas las cepas de 
Pseudomonas. Como ya seAalan sus autores, el % de Eficiencia es 
muy bajo, del 6.5%, considerando dicho % como el nûmero de 
colonias que crecen en el medio selectivo/nûmero de colonias en 
medio no selectivo X 10^. Las pocas cepas de Pseudomonas que 
crecen en este medio no son un bajo % de las présentes en cada 
tumor, sino que, solo crecen bacterias procédantes de
determinados tumores, no creciendo ninguna del resto. Cuando se
da dicho crecimiento, las colonias son de 1-2 mm. de diâmetro,
blancas convexas y mucosas. Las bacterias acompaAantes de
Pseudomonas producen colonias similares a las descritas en el
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Medio B de King.
Medio D3 (Kado y Heskett 1970)
Es un medio selectivo para especies de Erwinia, con la 
siguiente composiciôn:
Sacarosa   10 g.
Arabinosa ___  10 g.
Hidrolizado de caseina   5 g.
Li Cl   7 g.
Glicina _______________________  3 g.
Ma Cl _______________________   5 g.
Mg SO4 • 7 HgO _________________ 0.3 g
Lauril sulfato sôdico ________  0.050 g.
Azul de bromotimol ___________  0.060 g.
Fucsina écida _________________ 0.1 g.
Agar ___________________________ 15 g.
Agua __________________________ 1000 ml. pH=6 . 9-7 .1
Las especies de Erwinia crecen de una forma muy 
caracteristica, dando una coloraciôn roja al medio; la 
intensidad del color y el tamaAo de las colonias depende de 
las especies. En este medio no crecen las cepas de Pseudomonas 
syringae ni Agrobacterium tumefaciens.
Medio D 1 (Kado y Heskett 1970)
Es un medio selectivo para Agrobacterium, con la 
siguiente composiciôn:
Manitol _______________________  15 g.
Ma NO3 _________________________ 5 g.
92
Li Cl _________________________  6 g.
Ca (NO3 ) 4 HgO   0.020 g.
K^H P 0^___________________________ 2 g.
Mg S 0^7 HgO ______________________  0.2 g.
Azul de Bromotimol _______________ 0.1 g.
Agar ___________________________  15 g.
Agua __________________________  1000 ml. pH 7.2
Agrobacterium tumefaciens crece en este medio
produciendo colonias azul o azul-verdoso. No es completamente 
selectivo, pués en él pueden crecer las especies de Erwinia, con 
una eficiencia similar al medio D4, produciendo colonias de
diferente tamaAo, segûn las especies, de color amarillo por la 
acidificaciôn. También puede crecer Pseudomonas syringae con 
eficiencia parecida a la del medio D4, produciendo pequeAas 
colonias azules.
1.6.2. Medios de cultive para antibiogramas.
Agar Glucosado con Patata
En un medio de cultive para mohos y levaduras
compuesto por:
Patata (infusion de)   200 g.
Glucosa   20 g.
Agar   15 g.
Agua   1000 ml.
Empleado para cuantificar la acciôn de la 
siringomicina sobre Geotrichum candidum, segûn el método de
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Sinden et al. (1971). En este caso hemos empleado Bacto-Potato 
Dextrose Agar de Difco.
Este mlsmo medio, pero preparado a partir de patata 
natural se ha utilizado para la producciôn de Siringomicina en 
medio sôlido.
Agar de Mueller Hinton
Es el clàsico medio de cultivo para pruebas de 
sensibilidad a antibiôticos y cultivo de microorganismos 
exigentes. Preparado segùn las instrucciones del fabricante 
(Pronadisa).
Este medio lo hemos empleado para hacer antibiogramas 
de diverses cepas de Pseudomonas syringae pv. savastanoi a fin 
de poder elaborar un medio selectivo por adiciôn de
antibiôticos.
También lo hemos utilizado para ensayar la
sensibilidad de Geotrichum candidum ante la siringomicina, dando 
mejores resultados que el anterior por la mejor difusiôn de la 
fitotoxina en este medio.
1.6.3. Medios de cultivo para mohos y levaduras.
Agar Dextrosa Saboraud con Antibiôticos
Es un medio recomendado para el aislauniento de mohos y 
levaduras. El Agar Dextrosa Saboraud se prépara segûn las
instrucciones del fabricante (Pronadisa) y, tras su
esterilizaciôn, poniéndolo en baûo a 50-55®C, se afladen en 
condiciones de esterilidad Ampicilina y EStreptomicina hasta 
concentraciones de 150 y 125 ^g/ml. respectivamente.
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Este medio lo hemos empleado para el aislamiento de 
hongos asociados a la cochinilla del olivo, Saissetia oleae.
1.6.4. Medios de cultivo para la identificaciôn y 
caracterizaciôn de bacterias.
Medio 0-F de Hugh y Leifson
Preparado segûn las instrucciones del fabricante 
(Difco), es un medio clàsico para conocer el tipo de métabolisme 
de las bacterias con respecte a los hidratos de carbone : 
oxidaciôn o fermentaciôn.
En el momento del use, el medio debe ser desgasificado 
en baflo maria, al menos durante 10 minutes. Como es un medio 
base sin hidratos de carbone, se aûade el correspondiente 
hidrato de carbone esterilizândolo por filtraciôn con filtre 
Millex-Memo Millipore de 0.22 ^ m . de diâmetro de pore, hasta 
dar una concentraciôn final del 1%. Se deja enfriar en posiciôn 
vertical.
El microorganismo se inocula por picadura central 
profunda en dos tubos. Une de ellos se cubre con parafina neutra 
y esteril para evitar el contacte del cultivo con el aire.
Tras la incubaciôn, de 24, 48, 72 ô mâs horas, segûn
la cepa estudiada, los resultados posibles son los conocidos 
como; oxidaciôn, fermentaciôn, alcalinizaciôn y, a veces, 
aparecen microorganismos inactivos (Buttiaux et al 1974).
Este mismo medio lo hemos empleado con una 
modificaciôn consistante en que, en lugar de aâadir la soluciôn 
filtrada del hidrato de carbono correspondiente, hemos puesto en
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cada tubo un disco con el compuesto (Gluci-Discs. Biomerieux o 
Bacto Differentiation Disks carbohydrates de Difco). En este 
caso no se trataba ya de conocer el tipo metabolico del 
microorganismo, sino que, una vez establecido éste, el método lo 
empleâbamos para conocer la variedad de fuentes de Carbono que 
era capaz de utilizer.
Agar Hierro de Kligler
Este medio de cultivo, como el anterior, es un medio 
clàsico para diferenciar bacilos Gram-negativos. Preparado y 
utilizado segûn las instrucciones del fabricante (Pronadisa), lo 
hemos empleado para diferenciar las colonias de bacterias 
obtenidas de la naturaleza, ya que Pseudomonas syringae pv. 
savastanoi, al no ser una bacteria fermentadora, deja el medio 
invariable, creciendo solo en superficie. Por el contrario, el 
resto de la flora que acompaAa a ésta en tumores, parasitos, 
etc. son bacterias fermentadoras de Glucosa.
Medio para detectar la - Arginina dlhidrolasa
(Misaghi y Grogan. 1969)
La deteccion de la presencia de Arginina dihidrolasa 
es fundamental' cuando se trata de diferenciar entre Pseudomonas 
con pigmentos fluorescentes procedentes de la naturaleza, ya 
que, segûn vimos en I.1.5.2, las bacterias de este género que 
son fitopatôgenas son aquellas que dan negativa la Arginina 
dihidrolasa.
La composiciôn del medio es la siguiente:
Peptona _______________________  1 g.
Na Cl 5 g.
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PO^ _______________________  0.3 g.
Agar ___________________________ 3 g.
Rojo fenol ____________________  0.001 g.
L (+) Arginina. H cl   10 g .
Agua ___________________________ 1000 ml. pH=7.2
El medio se distribuye en tubos, a 3 ml. cada uno, y 
se esteriliza en autoclave. Los tubos se siembran en picadura y 
se sellan con parafina neutra y esteril para evitar el contacte 
con el aire.
Tras la incubaciôn, de 1 a 4 dias segûn las cepas, la 
existencia del sistema enzimâtico Arginina dihidrolasa se 
manifiesta porque el indicador de pH, rojo fenol, vira a color 
rojo purpura, debido a que se libera amoniaco, en dos mementos 
del proceso, alcalinizàndose el medio.
Caldo de Nitrato
Hemos empleado Bacto-Nitrate Broth (Difco), medio 
recomendado para comprobar la capacidad de las bacterias para 
reducir el nitrato a nitrite. Como este medio se emplea 
normalmente para pruebas de identificaciôn de bacterias de 
crecimiento râpido (Enterobacterlaceae, Pseudomonas no 
fitopatôgenas, etc.) tanto los fabritantes de medios de cultivo 
como los tratados practices de Bacterlologia recomlendan una 
corta Incubaciôn (de 12 a 24 horas) debido a que, tras ese 
période de Incubaciôn, los nitrites podrian ser también reducides 
hasta Nltrôgeno molecular, dando una reacclôn falsamente 
negativa. En nuestro caso, como todas las bacterias estudiadas
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son de crecimlento lento, hemos hecho Incubaclones de 24 a 48 
horas antes de revelar la prueba.
Para detectar la presencia de nltrltos se aAaden dos o 
tres gotas de una soluciôn de àcldo suifanlllco (0 .8% en âcldo 
acétlco 5N) y una cantldad Igual de una soluciôn de - 
naftllamlna (0.5% en âcldo acétlco 5N). La reacclôn positiva se 
maniflesta por la aparlclôn de un preclpltado de color rosa a 
rojo ladrillo fuerte.
Gelatlna Nutrltlva
Utllizamos Bacto-Nutrlent Gelatin (Difco) para 
demostrar la proteollsls por parte de las bacterias. La 
Incubaciôn, en este caso, debe ser de mâs de tres dlas. Como la
temperatura de Incubaciôn es superior al punto de fuslôn de la
gelatlna, cada dia es necesarlo enfriar los tubos para 
determlnar si esta ha sido llcuada.
Agar Almldôn
Es Agar Nutrltlvo suplementado con un 1% de Almldôn. 
Tras la slembra de Incubaciôn de la bacteria, se cubre la plaça 
con una soluciôn de Lugol. El almldôn no hidrolizado se colorea
de violeta. Las colonias de bacterias que hldrollzan el almldôn
aparecen con un halo claro. (Larpent et al. 1970).
Agar Cltrato de Slmmons
Preparado y utilizado segùn las Instrucciones del 
fabricante (Pronadisa). Este medio se emplea, fundamentalmente, 
para diferenciar a las bacterias de la famllla 
Enterobacterlaceae, como una de las clâslcas pruebas IMVIV y
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otras. En él solo crecen aquellas bacterias que puedan utilizar 
el cltrato como ùnlca fuente de carbono. Tras la slembra, la
Incubaciôn debe mantenerse durante cuatro, clnco 6 més dlas,
pues algunas de las cepas estudiadas de Pseudomonas syringae pv.
savastanoi solo asimilan el cltrato tardlamente. Al Igual que
ocurre con las Enterobacterlaceae, la aparlclôn de un
crecimiento visible va acompaAada de una alcalinizaciôn, viraje
a color azul, del indicador de pH azul de bromotinol.
Medio GI para movllldad 
Empleamos Bacto-Motlllty GI Medium de Difco o medio
para movilldad con infuslôn de gelatlna, con la siguiente 
composiciôn:
Caldo de infuslôn de corazôn _ 25 g.
Gelatlna ______________________  53.4 g.
Agar   3 g.
Agua   1000 ml.
Es un medio semlsôlido para demostrar la movllldad de 
las bacterias.
El medio se distribuye en tubos, a 5 ml. se
esterlllza, y se slembra en picadura llmpla hasta la 
profundldad. Tras la Incubaciôn, las bacterias Inmôvlles sôlo 
crecerén en el lugar de la picadura, mlentras que las bacterias 
moviles se extenderàn a partir de ella hacla las paredes del 
tubo.
Agua Trlptonada 
Medio liquldo con la siguiente composiciôn:
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Triptona ________________________  10 g.
Na Cl __________________________ 5 g.
Agua ___________________________ 1000 ml.
Como la Triptona es una peptona especialmente n e  a en 
trlptôfano, este medio es el mâs adecuado para detectar la 
producciôn de Indol.
El medio se distribuye en tubos, a 5 ml. cada uno, y 
se esterlllza. Tras la slembra e Incubaciôn, se aAade a cada 
tubo 0.5 ml. de xlleno, se agita enérgicamente y se deja 
reposar, de forma que se extralga el indol en la fase superior. 
A contlnuaclôn se afladen unas gotas del Reactlvo de Ehrllch- 
Kovacs. La producciôn de Indol se manlflesta por la aparlclôn de 
una coloraciôn rojo cereza en la parte superior del tubo, 
mlentras que si no hay camblo en el color del reactlvo,. la 
prueba es negativa.
El reactlvo de Ehrllch-Kovacs esté compuesto por:
p-dlmetllamlnobenzaldehldo   5 g.
Alcohol amlllco _________ ;  75 ml.
H Cl   25 ml,
Caldo de Urea
Empleamos Bacto-Urea Broth de Difco, que se basa en la 
fôrmula de Stuart, Van Stratum y Rustlglan, para la detecclôn de 
ureasa. Al estar compuesto por un tampôn fosfato fuerte, ha sido 
empleado para diferenciar los Proteus de otras 
Enterobacterlaceae, debido a su capacidad para produclr 
sufIclente amoniaco para que de una reacclôn de una alcallnidad 
superior a un pH de 8.1.
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Una vez preparado el medio, debe ser esterilizado por 
filtraciôn, por ser la urea termolabil, y distribuido en tubos 
estériles en condiciones asépticas.
Tras la siembra e incubaciôn, la hidrôlisis de la urea 
se manifiesta por un cambio de color de amarillo (pH 6.8) a rojo 
purpura (pH 8.1 6 mâs).
Agar Fenilalanina
Empleamos Phenylalanine Agar de Oxoid, un medio para 
detectar la desaminaciôn oxidativa de fenilalanina a âcido 
fenilpirûvico. Este medio, junto con el anterior, se emplea 
para la diferenciacion de Proteus de otras Enterobacterlaceae.
El medio, una vez esterilizado, se deja solldificar en 
posiciôn inclinada, se siembra masivamente en superficie y, tras 
la incubaciôn, se anade una soluciôn de cloruro férrico al 10% 
sobre el cultivo. La reacciôn positiva se manifiesta por la 
apariciôn de un color verde oscuro, mlentras que en la reacciôn 
negativa el réactive mantiene su color amarillo.
Caldo de Llslna Descarboxllasa
Empleamos el medio deshidratado Bacto Lysine 
Decarboxylase Broth de Difco. También es un medio empleado 
habitualmente en la identificaciôn de Enterobacterlaceae. Dlchas 
bacterias, en las primeras horas de Incubaciôn producen âcido a 
partir de la glucosa, con la que vira el Indicador, purpura de 
bromocresol, a amarillo. Aquellas bacterias que producen 
descarboxllaclôn de la llslna a cadaverlna, alcallnlzan el 
medio, pasando de amarillo a pùrpura oscuro.
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Medio MR-VP
Este es un medio liquldo clàsico que se emplea en las 
pruebas IMVIC para Enterobacterlaceae. Oenominado antiguamente 
Medio de Clark y Lubs, en honor a los prlmeros que utilizaron la 
prueba del Rojo de Metllo, hoy dla la mayorîa de las casas 
comerclales lo denominan MR-VP. Nosotros hemos empleado el medio 
deshidratado de Pronadisa.
Las dos pruebas que nos permite realizar este medio 
de cultivo (MR o Rojo de Metllo, y VP o Voges-Proskauer) se 
basan en la fermentaciôn que producen las Enterobacterlaceae a 
partir de la glucosa. En dicha fermentaciôn se liberan una 
serle de compuestos parcialmente oxidados, como el âcldo 
acétlco, âcldo fôrmico, âcldo mâlico, âcldo lâctlco, etanol, 
glicerlna, acetoina y 2 .3-butanodiol; gases, como dlôxido de 
carbono e hldrôgeno molecular. Los dlstintos géneros y especies 
de la famllla dan dlferentes mezclas de productos finales. 
Mlentras que en el llamado tipo Escherichia coll se forman
predomlnantemente àcldos y no se forma butanodiol, en el tipo
Enterobacter, la cantldad de âcidos es Inferior a la del
producto principal, el butanodiol. El primer tipo da, por tanto, 
positiva la prueba MR, mlentras que el segundo tipo da positiva 
la prueba VP, que détecta la acetoina, produc to anterior al 2,3- 
butanodlol en esta fermentaciôn. (Schlegel. 1975).
Tras la Incubaciôn de la bacteria en 5 ml. del medio, 
se sépara el cultivo en dos tubos con la mltad cada uno. En uno 
de ellos se reallza la prueba del Rojo de Metllo (producciôn de 
âcidos) afladlendo las gotas de una soluciôn de rojo de metllo al
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0.5% en etanol de 60 : la reacclôn positiva se détecta por el
color rojo del Indicador (pH < 4.5), mlentras que la reacclôn 
negativa se manlflesta por el color amarillo del indicador (pH > 
4.5). En el tubo restante se reallza la otra prueba, afladlendo 1 
ml. del reactlvo de Voges-Proskauer 1 ( o<-naftoi al 6% en etanol 
de 60 ) y 2 ml. de reactlvo de Voges-Proskauer 2 (KOH al 16% 
en agua), se agita enérgicamente y se deja reposar 10 mlnutos a 
temperatura ambiante; la producciôn de acetoina (Voges-Proskauer 
positivo) se manlfiesta por la apariciôn de un color rosa a 
rojo, liraltado a la superficie o generalizado (Buttiaux et al. 
1974 ) .
Medio para probar la Inhlblclôn por KCN 
(Buttiaux et al. 1974)
La Inhibiciôn por cianuro potâsico es una de las
pruebas de identificaciôn para Enterobacterlaceae que flguran en
los dos ûltlmos Bergey’s.
La técnlca de Buttiaux emplea el siguiente medio de
cultivo:
Peptona 
Na Cl 
Na PO. H
K P G, H,
Agar
Agua
10 g.
5 g. 
5.63 g. 
0.22 g.
1 g.
1000 ml. pH=7.5
El medio se reparte a 2 ml. por tubo. En el momento 
del uso se aâade a cada tubo 0.1 ml de una soluciôn de KCN al 
0.5% en agua (esterlllzada por filtraciôn y conservada en
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nevera). se agita suavemente. Se inocula con tres asadas de un 
cultivo de 18-24 horas en agua peptonada, se emulsionan las 
bacterias en todo el medio de cultivo, Tras la incubaciôn, la 
apariciôn de un disco blanco neto en la superficie del tubo, 
indica el desarrollo de la bacteria y, por tanto, prueba 
positiva.
Agar Base con Rojo Fenol
Empleamos Bacto-Phenol Red Agar Base de Difco, un 
medio para identificaciôn de bacterias, segûn la fermentaciôn, 
con producciôn de acidos y/o gases, de diferentes fuentes de 
carbono. El medio esta originalmente exento de fuente de 
carbono, permitiéndonos variar dicha fuente afladiéndola hasta 
concentraciôn de un 1%, o bien introduciendo en los tubos 
diferentes Gluci-Discs de Biomerieux o Bacto Differentiation 
Disks Carbohydrates de Difco. En concreto hemos empleado las 
siguientes fuentes de carbono: adonltol, arabinosa, dulcltol,
fructosa, galactosa, glucosa. Inositol, lactosa, maltosa, 
manitol, manosa, rafinosa, ramnosa, sacarosa, salicina, 
sorbitol, trehalosa y xilosa.
Al medio sôlido esterilizado y fundldo se le aflade en 
condiciones de esterilidad el dlsco con la fuente de carbono o 
la soluciôn de dicha fuente esterlllzada por filtraciôn, se deja 
solldifIcar en posiciôn Incllnada. Se siembra por picadura en 
superficie y, tras la Incubaciôn, la producciôn de àcldos se 
détecta porque el Indicador de pH, rojo fenol, vira a color 
aunarlllo, mlentras que la producciôn de gases se manlf lesta por 
la aparlclôn de burbujas o grletas en el agar.
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Las bacterias que no fementan la correspondiente 
fuente de carbono pueden crecer en el medio, al ser un medio 
rico, pero no hacen virar el indicador, o bien lo alcallnlzan a 
rojo purpura al asimilar la peptona y liberar amoniaco.
Agar Sacarosa
Es Agar Nutritive al que se aflade un 5% de sacarosa. 
Se emplea para determinar la producciôn de levano (Lelliot et 
al. 1966), ya que estos autores utilizaron esta prueba como 
forma de diferenciar entre Pseudomonas saprôfitas y 
fitopatôgenas, aunque posteriormente (Misaghi et al. 1969) sa 
viô que muchas cepas de Pseudomonas fluorescens daban positiva 
también esta reacciôn. Dicha reeacciôn positiva se manlflesta 
por un crecimiento en la superficie del medio sôlido dando 
colonias mucosas, abombadas y brillantes.
Enterotube Roche
Este es uno de los muchos métodos râpidos de 
identificaciôn de bacterias que han Ido prollferando en los 
ûltimos aflos, sobre todo en el caso de las Enterobacterlaceae, 
para evitar la tradicional baterla de pruebas bioquimicas. Este 
método consiste en un tubo con ocho compartimentos que pueden 
ser inoculados simultâneamente con una colonia dàndonos, 
finalmente once resultados de pruebas bioquimicas. El clàsico 
diagrams de lectura ha sido procesado por ordenador usando el 
côdlgc blnarlo, del que surge el "Computer coding and 
Identification system for Enterotube Roche", unas tablas para la 
determlnaclôn sin necesldad de usar ordenador. El sistema
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utiliza numéros binaries para representar las respuestas 
positivas o negativas a una secuncia ordenada de preguntas en
relaciôn con las once reacciones bioquimicas. El numéro 1 indica 
una reaccion positiva y el 0 una reaccion negativa, de forma que 
se obtiene un valor binario de once digitos para cada bacteria.
Las pruebas que nos proporciona el Enterotube son: 
fermentacion de glucosa, produceion de gas con glucosa, lisina 
descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, producciôn de 
sulfhidrico, producciôn de indol, fermentacion de lactosa, 
fermentacion de dulcitol, desaminacion oxidativa de 
fenilalanina, hidrolisis de la urea y utilizaciôn de citrato.
Cada dos ô très de estas pruebas son agrupadas, 
asignando un valor numérico a cada una de ellas cuando son 
positivas, siendo este valor cero cuando son negativas. Por 
ejemplo, se agrupan la fermentacion de glucosa (con valor 2) y 
la producciôn de gas con glucosa (con valor 1), asi, una 
bacteria que sea glucosa positiva y gas negativa seré 2 + 0 = 2 . 
La siguiente agrupaciôn es con lisina (4), ornitina (2) y 
sulfhidrico (1), dândonos unos valores entre cero y siete. A 
continuaciôn se agrupan indol (4), lactosa (2) y dulcitol (1), 
que nos daràn también dichos valores. Finalmente se leen los 
valores de fenilalanina (4), urea (2) y citrato (1). Con todos 
estos datos se obtiene el llamado valor ID, un numéro de cuatro 
cifras que, junto con el valor binario es el que nos identifies 
en las tablas el género y/o la especie de bacteria.
Las limitaciones del método Enterotube son parecidas
a las que tienen otros métodos similares, principalmente el
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hecho de que se trata de un slstena pens ado para la 
Identlficaclôn de bacterlas de Importancla cllnlca, y no se 
conslderan otros mlcroorganlsmos, como los fltopatôgenos.
En cuanto al uso pràctlco del método, nos remitlmos a 
las instrucciones del fabrlcante.
Oxi-Ferm Tube Roche
Este método, desarrollado por la mlsma empresa, y 
basado en los mismos prlncipios, se emplea para la 
identifIcaciôn de bacterlas Gram-negatlvas con métabolisme 
oxidativo o con metabolismo fermentative, siempre que no sean 
Enterobacteriaceae. En este caso, el tube consta de echo 
compartimentes que nos proporcionan nueve pruebas bioquimicas, 
afiadiéndose a estas la prueba de la oxidasa que se realiza 
externamente.
Las pruebas del Oxi-Ferm Tube son; fermentacion de 
glucosa, presencia de arginina dihidrolasa, producciôn de N 
molecular, producciôn de sulfhidrico, producciôn de indol, 
utilizaciôn de xilosa, oxidaciôn de glucosa, hidrôlisis de la 
urea y utilizaciôn de citrato.
La agrupaciôn de pruebas para la obtenciôn del valor 
ID, también de cuatro cifras, es como sigue: El primer digito se 
obtiene con las pruebas de fermentaciôn de glucosa (4), arginina 
dihidrolasa (2) y producciôn de N (1). El segundo, con 
sulfhidrico (4), indol (2) y xilosa (1). El tercero con 
oxidaciôn de glucosa (4), urea (2) y citrato (1). Y el cuarto 
numéro lo proporciona sôlo la prueba de la oxidasa, 1 cuando es 
positiva 6 cero cuando es negative.
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API 20 B
El API 20 E es un slstema para Identlflcaclon de 
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram-negatlvos medlante 
veintitrés pruebas bioquimicas normalizadas y miniaturizadas y 
una base de datos. Consta de veinte microtubos que contienen los 
substratos deshidratados que se inoculan con una suspension 
bacteriana que rehidrata los medios. Durante la incubacion el 
metabolismo de la bacteria produce cambios de color espontaneos, 
o bien los inducimos al aAadir reactivos.
Las veintitrés pruebas bioquimicas son:
— ONPG u orto-nitrofenil- /1-D-galactôsido, una prueba para 
detectar la p-galactosidasa. Dicha enzima es capaz de actuar 
sobre el substrato, liberando orto-nitrofenol, de color 
amarillo.
— Arginina dihidrolasa, ya descrita anteriormente.
— Descarboxilaciôn de aminoacidos: lisina y ornitina.
— Utilizaciôn de citrato.
— Producciôn de sulfhidrico.
--Hidrôlisis de la urea.
— Triptôfano desaminasa: tras la incubaciôn se aâade un
reactivo a base de Fe^Cl al 3.4% en agua. Un color marrôn 
oscuro indica reacciôn positiva.
— Producciôn de indol: tras la incubaciôn se aAade el
reactivo de Ehrlich-Kovacs, que ya ha sido descrito. La reacciôn 
positiva se maniflesta por la apariciôn de un anillo rojo 
cereza.
— Voges-Proskauer: Para detectar la producciôn de acetoina.
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como en el medio MR-VP, se aAade el reactivo Voges-Proskauer 1 y 
Voges-Proskaver 2, apareciendo una coloraciôn de rosa a rojo en 
diez fflinutos.
— Hidrôlisis de la gelatina: se basa en la técnica de Kohn
(Buttiaux et al. 1974). En caso de que la bacteria hidrolice la 
gelatina, se produce la difusiôn de la tinta china que contiene 
el medio, en lugar del carbôn vegetal que empleaba el medio 
original.
— Pruebas de fermentaciôn u oxidaciôn de fuentes de
carbono: son medios de cultivo que contienen, aderaàs de la
fuente de carbono, azul de bromotinol, como el Medio 0-F, por lo 
que se puede detectar la fermentaciôn por la apariciôn del color 
amarillo en el fondo que se extiende hacia la superficie, o la
oxidaciôn, por la apariciôn de la coloraciôn amarilla en la
superficie. Las bacterias que no oxidan ni fermentan la fuente 
de carbono dejan el medio de color verde o azul por 
alcalinizaciôn. Las fuentes de carbono que contiene el sistema 
son glucosa, manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, 
melibiosa, amigdalina y arabinosa.
— Prueba de la oxidasa: se realiza externamente al sistema.
— Reduceiôn de nitrates a nitritos: se realiza en el tubo 
de la glucosa, una vez anotado el resultado, con los mismos 
reactivos ya descritos en el Caldo de Nitrato.
— Reducciôn de nitritos a N molecular: Cuando la reacciôn
de los nitritos da negative, puede ser porque la bacteria no 
sea capaz de reducir los nitrates a nitritos, o bien porque 
continue la reducciôn de estos hasta N molecular, no quedando
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nitritos en el medio. La detecciôn de N se realiza aAadiendo una 
pequeAa cantidad de polvo de Zn, manifestândose la reacciôn
positiva por un color amarillo acompaAado de burbujeo, mientras
que si adquiere color rosa o rojo es negativa.
Ademàs de estas veintitrés pruebas, a veces se 
conslderan cuatro mâs, realizadas externamente, en aquellos
casos en los que no hay suficiente discriminaciôn. Estas cuatro 
adicionales son: crecimiento en Agar Mac Conkey, Movilidad,
oxidaciôn de glucosa en medio O-F y fermentaciôn de glucosa en 
medio O-F.
De forma similar al Enterotube, del conjunto de 
reacciones debe obtenerse un perfil numérico. En una hoja de 
resultados las pruebas estân en grupos de très y cada uno tiene 
asignado el valor 1, 2 ô 4. Asi se puede obtener un perfil de 7
cifras y, si este no discrimina bastante, con las pruebas 
complementarias, otro de 9 cifras.
Con estos perfiles se consultan las tablas,
denominadas "Analytical Profile Index API 20 E", que nos dan la 
identificaciôn. En las tablas nos aparecerâ la especie 
identificada, el porcentaje de identificaciôn, las pruebas en 
contra (si las hay) con el porcentaje de reacciones positivas 
que se observa normalmente en esta especie y un comentario sobre 
la calidad de la identif icaciôn. En los casos de poca 
discriminaciôn entre dos o très taxones, aparece una nota que 
nos lleva a una tabla donde se indlcan las pruebas que pueden 
diferenciarlos.
En cuanto al uso pràctico del sistema, hemos seguido
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las instrucciones del fabricante.
API 20 NB
Es un sistema que combina ocho pruebas conveneionales 
y doce pruebas de asimilacidn para la identificaciôn de bacilos 
Gram-negativos no Enterobacteriaceae.
La galeria API 20 NE consiste en veinte microtubos que 
contienen medios y/o substratos deshidratados.
Las pruebas conveneionales se inoculan con una 
suspensiôn bacteriana en soluciôn fisiolôgica que rehidrata los 
medios. Las reacciones producidas durante la incubaciôn se 
traducen en cambios de color debido a los indicadores que llevan 
o bien revelados al aAadir reactivos posteriormente.
Las pruebas de asimilaciôn se inoculan con un medio 
minimo (API Aux Medium), y las bacterias sôlo crecen si son 
capaces de asimilar el substrato correspondiente.
Las pruebas convencionales son:
— Reducciôn de nitrates y/o reducciôn de nitritos a N 
molecular, ya descrita anteriormente.
— Producciôn de indol.
— Fermentaciôn de glucosa.
— Arginina dihidrolasa.
— Hidrôlisis de la urea.
— Hidrôlisis de la esculina: Esta prueba nos détecta la
existencia de una /3-glucosidasa, ya que la esculina es 6, P>- 
glucôsido -7- hidroxlcumarina y al actuar sobre ella la enzima 
se produce (3 -D-Glucosa y 6 ,7-dlhidroxicumarina. Este ultimo 
compuesto, al reaccionar con iones férrlcos (contenldos en el
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medio en forma de citrato férrico) forma un complejo de color 
castaAo oscuro o negro (Mac Faddin. 1980).
— Hidrôlisis de la gelatina.
— PNPG ô para-nitrofenil ^-D-galactopiranôsido: Una prueba
para detectar la fi-galactosidasa que funciona igual que la ONPG, 
con la diferencia que en lugar de liberarse orto-nitrofenol se 
libera para-nitrofenol, también amarillo.
Las pruebas de asimilaciôn se manifiestan por 
turbidez, cuando son positivas, y por la transparencia, cuando 
son negativas. Los substratos que contienen estas doce pruebas 
son: glucosa, arabinosa, manosa, manitol, N-acetil-glucosamina,
maltosa, gluconato, caprato, adipato, malato, citrato y fenil- 
acetato.
Como prueba adicional se realiza externamente la de la
oxidasa.
Al igual que en el API 20 E, las veintiuna pruebas son 
reunidas de très en très, asignando un numéro de 1, 2 ô 4 para
cada una, obteniéndose un perfil de siete cifras. Con este
numéro de siete cifras se consulta el "Analytical Profile Index
API 20 NE", obteniéndose una informaciôn similar a la del 
sistema API 20E.
1.6.5. Medios de cultivo para el recuento de mlcroorganlsmos.
Agar para Métodos Bstàndar
Es un medio de cultivo rico en nutrlentes y
elaborado de acuerdo a la formulaclôn de la APHA, que se 
emplea en el recuento total de mlcroorganlsmos de leche.
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alinentos, orinas o cualquier otro habitat. Nosotros hemos 
utlllzado el medio deshidratado de Pronadisa, siguiendo sus 
instrucciones de preparaciôn.
1.6.6. Medios de cultivo para la producciôn de AIA y/o
Slrlngomlclna.
Medio de Glucosa y Peptona.
Este medio, llamado Medio B por Comai y Kosuge (1980), 
es un medio liquido con la siguiente composiciôn:
Proteose Peptone ______________ 10 g.
D-Glucosa _____________________  15 g.
Kg H PO^.SHgO _________________ 2 g.
Mg SO*. 7 HgO __________________ 0.4 g.
Agua __________________________  1000 ml. pH= 7.0
Comai y Kosuge han empleado este medio de cultivo como 
ideal para detectar la producciôn de âcido indolacético.
Medio de Glucosa y Trlptona
Este medio de cultivo es un derivado del anterior en 
el que hemos sustituido la Proteose Peptone de Difco por Bacto-
Tryptone de la misma marca, basândonos en las diferenclas de 
composiciôn que nos da el propio fabricante. La Triptona es la 
peptona que tiene mayor contenido en triptôfano, por lo que la 
hemos introducido para favorecer la producciôn de AIA.
Caldo de Patata y Glucosa 
Es un medio de cultivo que ha sldo empleado por Gross 
et al. (1977) para la producciôn de Sirlngomicina. Estos
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autores utllizaron Bacto-Potato Dextrose Broth de Difco, 
suplementado con un 0.4% de Hidrolizado de caseina. Nosotros 
hemos empleado este mismo medio de cultivo de Difco, con el 
mismo suplemento, asi como un medio preparado a partir de 
patatas con la misma formulacion:
Patatas, infusion de   200 g.
D-Glucosa ____________________  20 g.
Hidrolizado de caseina ________  4 g.
Agua ___________________________ 1000 ml.
Las patatas se pelan y se cortan en pequeflos trozos, 
se pesan y se ponen en agua hirviendo durante unos 20 minutos. 
A continuaciôn se decanta el caldo obtenido, se reajusta la 
concentraciôn con agua y se centrifuge a 10.000 r.p.m. durante 
20 minutos para que no quede ningùn residuo sôlido en 
suspensiôn. Finalmente se aAade la D-glucosa, el hidrolizado de 
caseina y se esteriliza en autoclave.
Caldo Nutritivo 
Hemos empleado el medio deshidratado de Pronadisa, 
elaborado de acuerdo a la fôrmula de la APHA y en el que crecen 
una gran variedad de microorganismos que no son muy exigentes en 
cuanto a sus necesidades nutritivas. Este medio de cultivo lo 
utilizamos para contrastar los resultados de la producciôn de 
AIA y/o Siringomicina.
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2. METODOS
2.1. Alslaalento de bacterlas de la flora asoclada a los
tumores.
Para el aislamlento de bacterlas a partir de los 
tumores de las diferentes plantas afectadas por la tuberculosis 
(olivo, acebuche, adelfa, fresno y rétama), es necesario 
seleccionar tumores jôvenes, que se diferencian claramente por 
su color gris-verdoso y porque el tejido circundante no aparece 
endurecido y necrôtico. Una vez seleccionado un tumor de estas 
caracterlsticas se le somete a un lavado en una soluciôn 
detergente y germicida para eliminar la segura contaminaciôn 
externa. En nuestro caso hemos utilizado una soluciôn de
cloruro de benzalconio al 1:1000, sumergiendo los tumores en 
dicha soluciôn y manteniéndolos en agitaciôn con agitador
magnético durante 15 minutos. Este tratamiento tiene la venta]a
de que al ser un detergente catiônico ayuda a desprender los 
microorganismos de la superficie a diferencia de las soluciones 
puramente germicidas, como el cloruro mercûrico, empleadas por 
la mayorla de los autores. Los tumores asi tratados se lavan 
repetidas veces con agua destilada estéril y se transfieren a un 
mortero esterilizado y flameado antes del uso, aAadiendo
soluciôn fisiolôgica estéril, siendo machacados en condiciones 
asépticas bajo la llama de mechero. Finalmente se siembra por 
agotamiento a partir del mortero con asa de siembra en los 
medios adecuados para el crecimiento de las bacterias ya 
descritas en el apartado 1.6 .1. de este capitule.
Otra técnica més simple que hemos ensayado con éxito
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en los muestreos reallzados en el campo ha sldo cortar cada 
tumor con una cuchllla esterllizada con etanol y flameada, de 
forma que quedan al descubierto las zonas del tumor que 
contienen las bacterias. A partir de ahi y con asa de siembra o 
con hisopo estéril se pasa a los medios de cultivo estériles.
Finalmente, también hemos podido aislar las bacterias 
directamente desde el exterior en los momentos en que éstas 
llegan a rezumar, durante las primeras Iluvias de la primavera y 
del otoAo. La siembra se realiza con asa, desde la colonia que 
surge del tumor, en medio sôlido.
2.2. Producciôn de anticuerpos para la identificaciôn ràpida de
bacterias.
Para poder efectuar los estudios ecolôgicos de la 
distribuciôn y variabilidad de la flora asoclada a los tumores, 
se viô la necesidad de tener un método de identif icaciôn 
ràpido, puesto que el gasto de tiempo haria inviable el tratar 
de identificar por los métodos clâsicos todas las bacterias 
contenidas en los cientos de muestras tomadas. Por otro lado 
existirla una limitaciôn en el costo econômico de tal cantidad 
de medios de cultivo. Debido a dichas razones, nos planteamos el 
tener una colecciôn de sueros especificos para las bacterias que 
aparecian en los tumores.
La siembra de las bacterias se realiza en masa sobre 
la superficie de plaças de Agar Nutritivo endurecido, un agar 
que preparamos con un 1.8% de agar-agar en lugar del 1.5% que 
lleva normalmente. Esta consistencia del medio de cultivo es 
necesaria para poder recolectar con el asa las bacterias sin que
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se desprenda el agar. La Incubaciôn se realiza durante 72 
horas a 2S<> C para que haya abundante crecimiento.
Tras la incubaciôn, se vierten sobre cada plaça 10 ml. 
de soluciôn fisiolôgica tamponada estéril a pH 7.2 (Na Cl 7.650 
g/l, Nag PO*H 0.724 g/l. y K PO* HgO.210 g/l), llamada también
tampon PBS. Las bacterias son suspendidas en el liquido
empleando el asa de siembra estéril y limpia, y recogidas en
tubo de centrifuge. Se centrifuge a 10.000 r.p.m. durante 10 
minutos a 4° C. Se élimina el sobrenadante y se resuspende el 
precipitado (las bacterias) en nuevo tampôn PBS. Este proceso de 
lavado se repite 3 6 4 veces para eliminar completamente los 
restos de medio de cultivo y queden las bacterias completamente 
1impies.
Finalmente se prépara una suspensiôn de bacterias que 
tenga un tono blanco opalescente (el numéro de microorganismos
seré de 1-1.5 X 10^ por ml), aunque en este caso no se necesita 
una gran exactitud.
La fijaciôn de las bacterias se realiza aAadiendo a 
cada tubo una soluciôn de glutaraldehido al 25% en cantidad que
dé una concentraciôn total de glutaraldehido de un 2.5 %. En
esta soluciôn se mantendràn las bacterias a 4*C, en la nevera, 
durante 4 horas.
Posteriormente se hacen très lavados en PBS, 
centrifugando y eliminando el sobrenadante cada vez, al objeto 
de que no quede glutaraldehido en el medio. Las bacterias asi 
fijadas se pueden mantener en el congélador de la nevera, 
suspendidas en PBS, hasta su uso para cada inyecciôn del
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antigeno.
La inyecclôn de la suspensiôn antigénica se hace con 1
ml. de la preparaciôn de bacterias lavadas mezcladas con 1 ml.
de Adyuvante de Freund Incompleto (Difco). La mezcla debe 
hacerse agitando enérgicamente en un agitatubos, porque el 
adyuvante es altamente insoluble.
Se inyectan 2 ml. de esta mezcla por via intramuscular 
en las patas traseras de conejos neocelandeses de California. 
La inyecciôn se repite cada semana durante uno ô dos meses al
objeto de que el animal quede hiperinmunizado, es decir, con una
elevada concentraciôn de anticuerpos en suero.
Para hacer la extracciôn de sangre de los animales
previamente se frota la orej a con un algodôn impregado en
xileno, para que los vasos se hinchen. Una vez que se consigue 
este objetivo, la sangre se extrae con jeringa a partir de la 
arteria central que discurre por la oreja del conejo, tirando 
suavemente del émbolo. La jeringa debe estar previamente
heparimizada (500 unidades de heparina por ml. de soluciôn
fisiolôgica).
La sangre obtenida se centrifuga en tubos
heparinizados a 10.000 r.p.m. durante 20 minutos, separéndose
asi el suero de las celulas.
2.2.1. Purificaciôn de las IgG. (Sânchez Botija, C. y Ordas, A.
Cofflunicaciôn personal.)
El suero se précipita con una soluciôn saturada de 
(NH4. )2 SO*.. aAadiendo el sulfate gota a gota a un volùmen igual 
de suero, en agitaciôn constante a f  C en tubo de centrifuga.
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Dichos tubos se introducen en un recipients con hlelo picado para 
consegulr, aproxinadamente, los 4°C durante la agitaciôn con una 
varilla de vidrio. Una vez precipitadas las proteinas se 
centrifuga a 4.000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C. El sedimento 
se resuspende en un pequeAo volumen de agua destilada.
El sedimento resuspendido en agua destilada se pone en 
una boisa de diâlisis y se dializa frente a tampôn fosfato 0.175 
M a pH 6.3 durante 24 horas ô mâs, a 4®C en agitaciôn continua, 
renovando ocasionalmente el tampôn.
El suero dializado se cromatografia a través de una 
columna de DEAE celulosa (Whatman DE-32), preciclada con H Cl 
0.5N y Na OH 0.5, desgasificada, segûn las instrucciones del 
fabricante, y equilibrada con tampôn fosfato 0.17 5 H a pH 6.3. A 
este pH eluyen las IgG. El anâlisis de las fracciones se realiza 
por su actividad biolôgica, enfrentando una gota de cada una con 
otra de una suspensiôn bacteriana (fijada o viva) del 
microorganisfflo correspondiente en un porta. La reacciôn de 
aglutinaciôn, que se produce de forma casi instantànea, es 
visible a nivel macroscôpico. (Figura 22.)
2.2.2. Comprobaciôn de la pureza de las IgG por
electroforesis.
A partir de los tubos positivos, la comprobaciôn de 
que se tienen las IgG puras se realiza por electroforesis en 
cubeta Sepratek Chamber (Gelman Instrument Company), poniendo en 
uno de los puntos de api icaciôn el suero de conejo 
hiperinmunizado para comparar, y en otro paralelo las IgG. Se
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F i g u r a  2 2 .  R e a c c i ô n  d e  a g l u t i n a c i ô n  d e  u n a  s u s p e n s i ô n  d e  P .  
s y r i n g a e  p v .  s a v a s t a n o i  ( d e r e c h a ) .  A  l a  i z q u i e r d a ,  u n  c o n t r o l  
n e g a t i v e .
r e a l i z a n  c u a t r o  a p l i c a c i o n e s  p e r  m u e s t r a  c o n  u n  a p l i c a d o r  
S e p r a t e k  A p p l i c a t o r ,  e n  S u p e r  S e p r a p h o r e .
L a  e l e c t r o f o r e s i s  s e  e f e c t u a  e n  t a m p ô n  T r i s - B a r b i t a l -  
B a r b i t a l  s o d i c o  p H  8 . 3  ( 3 2 . 1 %  T r i m e t a m i n a  ( T r i s ) ,  1 3 . 7 %  B a r b i t a l  
y  5 4 . 2 %  B a r b i t a l  S o d i c o ) ,  a  i n t e n s i d a d  c o n s t a n t e  d e  5  m A , 
s u m i n i s t r a d a  p o r  u n a  f u e n t e  G - 2 0 0  d e  G r o c  I n s t r u m e n t s  d u r a n t e  4 5  
m i n u t o s .
E l  r e v e l a d o  d e  l a s  b a n d a s  s e  r e a l i z a  c o n  n e g r o  a m i  d o  
a l  0 . 5 %  e n  m e t a n o l  - a .  a c é t i c o  9 : 1  ( v / v )  d u r a n t e  5  m i n u t o s .  
L a  d e c o l o r a c i ô n  s e  h a c e  c o n  m e t a n o l  - a .  a c é t i c o  5 4 : 6 ,  
r e p i t i é n d o l a  t r è s  v e c e s ,  y  e l  a c l a r a d c  c o n  m e t a n o l  -  a .  a c é t i c o  
34:6, u n a  vez. ( F i g u r a  2 3 ) .
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F i g u r a  2 3 .  E l e c t r o f o r e s i s  p a r a  c o m p r o b a r  l a  p u r e z a  d e  l a s  I g G .
A ,  s u e r o  c o m p l è t e  c o n c e n t r a d o .  B ,  s u e r o  t r a s  l a  p r e c i p i t a c i o n  
c o n  s u l f a t e  a m o n i c o  y  l a  d i â l i s i s .  C ,  I g G  o b t e n i d a  p o r  
c r o m a t o g r a f l a  e n  c o l u m n a  d e  D E A E - c e l u l o s a .
2 . 2 . 3 .  A l m a c e n a m i e n t o  d e  l a s  I g G .
U n a  v e z  c o m p r o b a d a  l a  p u r e z a  d e  l a s  I g G ,  e s t a s  p u e d e n  
s e r  a l m a c e n a d a s  d e  t r è s  f o r m a s ;
. . U n a  p a r t e  p u e d e  s e r  l i o f i l i z a d a  p a r a  s u  u s o  a  l a r g o  
p l a z o .
. . U n a  s e g u n d a  p a r t e  p u e d e  s e r  c o n g e l a d a  a  - 3 0 °  G  p a r a  s u  u s o  
a m e d i o  p l a z o .
..Finalmente, la parte que se tenga para su uso inmediato 
puede guardarse en pequeAas fracciones en el congelador 
de la nevera. A esta ultima parte es conveniente aAadirle
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una pequeAa cantidad de azida sôdica para evitar la 
contaminaciôn normal que se produzca con su uso.
2.2.4. Marcaje de Anticuerpos con Fluoresceina.
Para poder emplear los anticuerpos obtenidos en el 
apartado anterior en microscopia de fluorescencia, marcamos los 
IgG con isotiocianato de fluoresceina isômero I (FITC) (Sigma).
En primer lugar hay que valorar la concentraciôn de 
proteina, empleando el método de Lowry et al. (1951), de forma 
que podamos calcular la cantidad de FITC a aAadir a las IgG. 
Segûn Griffin et al. (1961), el conjugado ôptimo se obtiene 
utilizando de 0.025 a 0.0125 mg. de FITC por mg. de proteina.
El conjugado del FITC con las IgG se realiza aAadiendo 
0.020 mg. de FITC a una soluciôn de las IgG a pH 8.8 (en tampôn 
carbonato-bicarbonato 0.5 M) en frio (4°C) durante un minimo de 
4 horas y no mâs de 18 (en nuestro caso lo dejabamos toda la 
noche en agitaciôn en la câmara fria).
Para eliminar el exceso de FITC, se dializa frente a 
tampôn PBS pH 7.2, en agitaciôn continua en la câmara fria, 
cambiando frecuentemente el tampôn, hasta que este de je de 
presenter fluorescencia, lo que se puede comprobar con una 
lampara ultravioleta en la oscuridad dentro de la misma câmara.
La purificaciôn final del conjugado se realiza a 
través de una columna de Sephadex G-50 (Pharmacia Fine 
Chemicals) (Killander et al 1961, modificado).
La comprobaciôn de la efectividad del conjugado se 
hace realizando una tinciôn de la bacteria especifica de la 
siguiente manera:
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- Se hacen frotis con la bacteria en los compartinentos de 
un porta FA Test Slide (Biomerieux).
- Se fi]a por calor a la llama de un mechero Bunsen.
- Se cubre cada compartimente con el conjugado, incubando 
durante 30 minutos a 37® c.
- Se lava varias veces con tampôn PBS pH 7.2 (PBS buffer, 
Biomerieux).
- Se cubre con glicerina tamponada (Buffered glycerine, 
Biomerieux), se pone un cubre y se aAade mâs glicerina tamponada 
como medio de inmersiôn.
Las preparaciones se observan con microscopio de 
fluorescencia empleando un objetivo de inmersiôn en 
glicerina 100 X.
2.3. Anâlisis cuantitativo de la flora epifitica del olivo.
La toma de muestras se realizô a lo largo de cuatro
aAos en meses alternes en los olivares de la RaAa de la Mascura,
comarca de Navahermosa. Los olivos elegidos fueron:
- Olivos de la variedad Cornicabra con ataques normales de 
tuberculosis.(1985, 1986, 1987 y 1988).
El ultimo aAo (1988) tomamos, para contrastar resultados, 
muestras de:
- Olivos de la variedad Manzanilla, practicamente sin 
tuberculosis.
- Olivos jôvenes, sin tuberculosis detectable, de la 
variedad Cornicabra.
A partir de varios olivos de cada uno de los tipos
definidos se tomeüoan las siguientes muestras:
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- 50 ho]as con diferente tamaAo y, por tanto, en varios 
grados de diferenciaciôn, tomadas de distintos lugares de cada 
planta, procediendo las plantas de puntos aie]ados entre si 
cientos de metros.
- 50 trozos de ramitas de 5-10 cms. de longitud, tomadas 
en las mismas condiciones que las ho]as.
Cada una de las muestras era introducida en un tubo 
con 10 ml. de soluciôn fisiolôgica tamponada (tampôn PBS pH 7.2) 
y sometida a agitaciôn durante 120 minutos.
A partir de cada muestra se preparan dos diluciones 
décimales en condiciones de esterilidad en tubos con 9 ml. de 
tampôn PBS estéril aAadiendo 1 ml. de tubo de la muestra al 
siguiente, homogeneizado bien, y pasando 1 ml. al ultimo. De 
cada uno de estos très tubos se siembra con pipeta estéril, en 
condiciones asépticas en plaças Pétri vacias y estériles, 
poniendo en cada una 1 ml. Con ello habremos puesto en las 
plaças las diluciones 10 ' , 10  ^, 10  ^ de la muestra original.
Sobre cada una de las plaças se aAaden 15 ml. de Agar 
para Métodos Estândar fundido, que se habrà mantenido, tras su 
esterilizaciôn, en baAo a una temperatura de 42-45®C. El agar se 
mezcla bien con las bacterias por rotaciôn de las plaças, se 
de]a solificar y se incuba a 25°C durante 4 dias.
Una vez hecha la siembra, cada muestra (hoja o rama)
es extraida del tubo para efectuar el càlculo del àrea. en las
hojas, dlcho câlculo se realiza dibujando el contorno sobre
papel milimetrado, calculando los cm^. de la superficie y 
multiplicando por dos. En las ramas, calculando la longitud de
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la circunferencia y multiplicando por la longitud de la rama.
Tras la incubaciôn de las plaças, se cuenta el numéro 
total de microorganismos, en las très diluciones. En este tipo 
de recuentos, se suelen considerar como representatives los 
numéros comprendidos entre 30 y 300, ya que los numéros 
inferiores a 30 no son representativos desde el punto de vista 
estadistico, y los superiores a 300 por ser incontables a simple 
vista. En nuestro caso hemos considerado todos los superiores a 
300, ya que los podiamos contar con ayuda del contador 
Gallenkamp Colony Counter. También hemos considerado los 
numéros inferiores a 30, siempre que estos aparecieran en la 
diluciôn 10 ' , porque, en caso contrario, nos quedarian muestras 
sin medir.
Asi, en una muestra en la que contâsemos 3.225, 330 y 
35 u.f.c. en las diluciones 10 ^ , 10  ^ y 10”^  respectivamente,
calculando la media de microorganismos en las très diluciones, 
nos daria 33.416. Si la muestra fuera una hoja de 10 cm^ . de 
superficie, obtendriamos un numéro total de 3.341 
microorganismos/cm^ .
Si en la muestra contâsemos, por ejemplo, 26 u.f.c. en 
la diluciôn 10 ^ , considerariamos 260 microorganismos para 
referirlo a la superficie como en el caso anterior, 
independientemente de que el numéro de colonias fuera inferior a 
treinta.
2.4. Recuento de Pseudomonas syringae pv. savastanoi en la flora 
epifitica del olivo.
Hemos empleado las mismas diluciones del apartado
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anterior pero, en lugar de sembrarlas en Agar para Métodos 
Estândar, sembrando en Medio B de King con Antibioticos. En este 
medio de cultivo, conociendo el aspecto del crecimiento de P. 
syringae, podiamos hacer el recuento, pero es posible el 
crecimiento de otras Pseudomonas fitopatogenas que fueran 
resistentes también a los /î-lactâmidos. Para mayor seguridad de 
que las colonias que contâbamos eran P. syringae, a partir de 
cada plaça haciamos reaccion de aglutinaciôn con 2 ô 3 colonias 
empleando los anticuerpos especificos obtenidos segûn 
describimos en el apartado 2 .2.1.
2.5. Anâlisis cualitativo de la flora epifitica y de la flora 
asociada a los tumores.
La toma de muestras de olivo se realizô en la Rana de 
la Mascura, en olivares de la localidad madrilefta de 
Villaviciosa de Odôn, en Méntrida (Toledo) y en una serie de 
olivos transplantados hace 12 aAos al recinto del Colegio San 
Pablo C.E.U., en la Urbanizaciôn Monteprincipe, Boadilla del 
Monte (Madrid). Se tomaron muestras de tumores, hojas, ramas y 
suelo.
Las muestras de adelfa procedian de la calle de Arturo 
Soria (Madrid), de la calle Villaviciosa en la zona de 
Campamento (Madrid) y del recinto del Colegio San Pablo C.E.U.
Las muestras de rétama se tomaron en los alrededores 
del Rio Cedena, en la carretera de Boadilla del Monte, entre 
los Xilômetros 6 y 7 y en el recinto del Colegio San Pablo 
C.E.U.
Finalmente, las muestras de fresno procedian todas de
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la ribera del Rio Cedena.
Todas estas muestras fueron sembradas, empleando 
hisopos estériles in situ, en los distintos medios de cultivo 
générales, diferenciales y selectivos descritos en el apartado 
1.4.1., es decir: Agar Nutritivo, Agar Nutritivo con 1.5. g/l.
de Sales Biliares, Agar Nutritivo con 2.5. mg/1. de Cristal
Violeta, Medio B de King, Medio D4, Medio D3 y Medio D1.
En este caso no empleamos ningûn medio con 
antibioticos, ya que se trataba de hacer un estudio de la 
variabilidad de las bacterias y el patron de resistencia- 
sensibilidad podia ser una de las caracterlsticas soroetidas a 
variaciôn.
2.5.1. Reacciones de aglutinaciôn.
Para hacer reacciones de aglutinaciôn ampleamos sueros 
obtenidos frente a dos cepas de P. syringae pv. savastanoi, las 
denominadas Ps 1 (de olivo) y Ps A (de adelfa), sueros frente a 
dos cepas présentes en la flora tumoral de olivo, no 
determinadas o mal determinadas en la bibliografia, como veremos 
mâs adelante, en concrete una cepa de pigmentaciôn amarilla (a 
la que denominaremos Ea) y una cepa apigmentada (a la que 
llamaremos Eb). También utilizamos sueros frente a Agrobacterium 
tumefaclens V, Erwinia carotovora var. atroseptica f-C.E.C.T. 
314, N.C.P.P.B. 549) y Erwinia carotovora var. carotovora 
(C.E.C.T. 225, N.C.P.P.B. 312), para intentar la reacciôn de
aglutinaciôn con la flora tumoral no Pseudomonas.
Las reacciones de aglutinaciôn se efectuan como se 
indicô en el apartado 2 .2.1.
127
2.5.2 Pruebas bioquimicas.
Todas las bacterlas claslficadas como presuntas 
Pseudomonas syringae pv. savastanoi, procédantes de los medios 
de cultivo empleados en 2.5 y que aglutinaban con los sueros 
Antl-Psl y Anti-PsA, eran sometidos a las pruebas de la catalasa 
(que tendria que ser positiva) la oxidasa (negativa) , la 
Arginina dihidrolasa (negativa) y el Medio OF de Hugh y Leifson 
(oxidaciôn). Una vez confirmadas estas cuatro pruebas se 
realizaban todas las pruebas de identificaciôn para 
Pseudomonas, incluyendo el Oxi Ferm tube y el API 20 NE.
Todas las bacterias no clasificadas como Pseudomonas, 
tanto si eran aglutinadas como si no con los sueros Anti-Ea y 
Anti-Eb, eran sembradas en el Medio OF de Hugh y Leifson, dando 
fermentaciôn y probadas para catalasa (positiva) y oxidasa 
(negativa). Confirmados estos aspectos eran sembradas en las 
pruebas de identificaciôn para Enterobacteriaceae, incluidos el 
Enterotube y el API 20 E.
2.5.3. Antibiogramas.
Los antibiogramas han sido realizados con las cepas de 
Pseudomonas syringae pv. savastanoi para estudiar si existe 
variabilidad en el patrôn de resistencia-sensibilidad y también, 
una vez determinada una astable resistencia ante algunos 
antibioticos, para faciliter el aislamlento incorporando dichos 
antlblôtlcos al medio de cultivo, convirtiéndolo en selective.
El método seguido para las pruebas de sensibilidad 
ante los antlbiôtlcos ha sido la prueba de difusiôn en disco, 
recomendada por la FDA, segûn Bauer et al. (1966), màs conocida
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por Método de Kirby-Bauer, que debe seguirse minuclosamente si 
se desean resultados exactos y reproducibles.
La preparaciôn del inôculo se hace tomando con el asa 
de siembra 4 ô 5 colonias bien aisladas, suspendiéndolas en un 
medio liquido, como Caldo Nutritivo, e incubando a 25®C durante 
unas horas hasta la obtenciôn de una opacidad visible. La
turbidez del medio se compara y ajusta, si es necesario, con
soluciôn fisiolôgica estéril, al llamado estandar 0.5 de Me 
Farland, preparado de la siguiente manera;
Ba Clg . 2HgO 0.048---M --------  0. 5 ml
H2 SO* 0.36 N ------------------99.5 ml.
La siembra se hace con hisopo estéril, introduciendolo 
en el inôculo, rotando y presionando al sacarlo por las paredes 
del tubo para eliminar el exceso de caldo. El hisopo se pasa por
toda la superficie del medio de cultivo (Agar Mueller Hinton),
haciendo très pasadas complétas, girando la plaça cada vez 
60®, con el fin de asegurar una siembra en cesped uniforme.
Los discos con antibiôticos (Bio Dises de Biomerieux, 
Dispens-O-Discs de Difco y Sensitivity Discs de Difco) son 
depositados sobre la superficie del Agar Mueller Hinton,
dejândolos adherirse bien por capilaridad durante unos 15 
minutos antes de invertir las plaças y someterlas a incubaciôn.
Tras la incubaciôn, la lectura de los resultados se
realiza midiendo en mms. el diàmetro del halo de inhibiciôn si 
existe, y consultando las teüblas proporclonadas por cada 
fabricante.
2.5.4. capacldad criogénica.
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P a r a  d e t e c t a r  l a  a c t i v i d a d  f o r m a d o r a  d e  n ù c l e o s  d e  
h i e l o ,  s i n  n i n g u n a  p r e t e n s i o n  d e  c u a n t i f i c a r ,  p r e p a r a m o s  
s u s p e n s i o n e s  d e  2  X  1 C ®  b a c t e r i a s / m l . ,  a p r o x i m a d a m e n t e , e n  
t a m p ô n  f o s f a t o  0 . 0 1  M a  p H  7 . 0  ( L a v e r m i c c l a  e t  a l .  1 9 8 7  b ) ,
p o n i é n d o l a s  e n  t u b o s  d e  h e m o l i s i s  ( 1 0 X 1 0 )  e  i n t r o d u c i é n d o l a s  e n  
e l  c o n g e l a d o r  d e  u n a  n e v e r a  r e g u l a d o  a  - 5 ®  C ,  a p r o x i m a d a m e n t e .  
O b s e r v a m o s  l o s  r e s u l t a d o s  a  l o s  1 5  y  a  l o s  2 0  m i n u t o s .  ( F i g u r a  
2 4 )  .
Figura 24. Comprobaciôn de la formaciôn de nùcleos de hielo. De 
izquierda a derecha: Control (tampôn fosfato 0.01 M pH 7.0), P.
syringae pv. savastanoi (Ps 1), Ea y Eb.
2.6. Estudio de la transmis16n de la tuberculosis del olivo 
durante la recolecclôn de la aceltuna..
La recolecclôn de la aceltuna en la Comarca de
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Navahermosa se realiza durante los meses de enero, febrero y 
marzo. En las temporadas 1985, 1985 y 1987 hemos tornado muestras 
de las varas que estaban empleando varias cuadrillas en la Rafia 
de la Mascara para comprobar la transmis ion, por ese medio, de 
P. syringae pv. savastanol. También hemos tornado muestras de las 
gotas de rocio, habitual en esa época del ano, a partir de los 
olives.
Para realizar esta toma de muestras, preparabamos 
previamente en el laboratorio tubos con 10 ml. de tampon PBS pH
7.2 estéril en los que introduciamos un hisopo. Con el hisopo 
humedecido en tampon tomabamos muestras frotando sobre la 
superficie de las varas, e introduciendo finalmente el hisopo en 
el tampon. Estas muestras eran tomadas a partir de varas nuevas, 
con las que no se habia realizado todavia ningûn vareo en la 
temporada, y con varas que se estaban empleando.
A partir de cada tubo, con el hisopo correspondiente, 
escurrido presionando sobre las paredes, sembrabamos in situ en 
los medios de cultive générales, selectivos y diferenciales 
empleados en el apartado 2.5., con gran asombro para los 
miembros de las cuadrillas.
Una vez en el laboratorio, a partir de cada tubo y 
empleando el hisopo, esta vez sin escurrir, se depositaba una 
gota en cada compartimente de portas FA Test slides, se desecaba 
y fijciba a la llama, realizando una tincion con anticuerpos 
fluorescentes, como ya describimos en 2.2.4.
Las gotas de rocio pendientes de los arboles eran 
depositadas directamente en las plaças con los medios de cultive
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y extendldas por toda la superficie empleando asa de siembra 
estéril.
2.7 Asociaciôn de Pseudomonas syringae pv. savastanol y otra 
flora tumoral a la mosca del olivo.
Durante los meses de noviembre y diciembre, buscabamos
aceitunas que presentasen la marca tipica de la puesta de Dacus
oleae. Estas aceitunas eran llevadas al laboratorio, lavadas
superficiaimente con una soluciôn de cloruro de benzalconio 
1/1000 para eliminar la flora externa, y puestas en vasos 
estériles cubiertos por una gasa. Introducidas a incubar en 
estufa a 25°C, en unos dias se producia la salida de las larvas, 
la transformaciôn en pupas y, finalmente, en insecto adulto.
Las très formas del insecto fueron investigadas para 
detectar la presencia y, por tanto, la transmisiôn transovârica 
de P. syringae pv. savastanol:
- Las larvas eran sometldas a disecciôn para aislar sus 
glàndulas salivales, que eran sometldas a un aplastamiento entre 
porta y cubre, y teflidas con anticuerpos fluorescentes. Ademâs, 
a partir de las glàndulas salivales, haciamos siembra en los 
distintos medios de aislamiento ya descritos.
- Las pupas eran cortadas con microtomo de congelaciôn 
provisto de bala de diôxido de carbono, y los cortes teAidos con 
anticuerpos fluorescentes. También depositabamos pupas, en 
condiciones de esterilidad, sobre la tapa de plaças con los 
medios de cultivo para el aislamiento, a fin de que, al emerger 
el insecto adulto fuese "sembrando" las bacterlas que portase.
- El insecto adulto, anestesiado con eter, era puesto en
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plaças con los medios de aislamiento, para que "sembrase" como 
hemos apuntado mas arriba.
2.8 Observaciones microscôpicas de los tumores.
2.8.1. Cortes con microtomo de congelaciôn.
Los tumores seleccionados en varias etapas de su 
desarrollo, eran fijados in situ empleando como fijador FAA
(formaldehido-acético-alcohol}, uno de los mâs empleados en
estudios anatômicos y morfolôgicos vegetales, preparado de la 
siguiente manera (Curtis 1986):
Etanol de   50 ml.
Acido acético glacial --------------- 5 ml.
Formaldehido de 37-40%--------------  10 ml.
A g u a ---------------------------------- 3 5 ml.
El tiempo de fijaciôn, en el caso de los tumores que
pueden ser algo voluminosos, debe ser superior a las 24 horas.
Antes de realizar los cortes, es neceario lavar el
fijador varias veces a lo largo de, al menos, 24 horas, para que 
este no interfiera la congelaciôn de la muestra.
Los cortes eran realizados con microtomo de 
congelaciôn provisto de bala de diôxido de carbono, y teAidos 
con floroglucina clorhidrica, compuesta por:
1,3,5-trihidroxibenceno (floroglucina)   1 g.
A g u a ------------------------------------------------  100 ml.
Una vez disuelta la floroglucina en el agua se aAade 
H Cl concentrado hasta observar precipitaciôn y se somete a
decantaciôn.
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La floroglucina clorhidrica tiAe las células 
lignifIcadas de color pardo-rojizo a rojo segün el tiempo de 
tinciôn. Dicho tiempo puede oscilar entre 10-30 minutes.
Los cortes fueron observados y fotografiados con 
microscopio Nikon Optiphot .
2.8.2 . Inclusiôn y cortes con microtomo de parafina.
La fijaciôn del tejido a incluir la hemos realizado
como en el apartado anterior, con FAA, pero sometiendo las
piezas a desgasificaciôn en vacio dos veces durante 15 minutes.
Para la deshidrataciôn e imbibiciôn hemos seguido la 
técnica de Jensen (1962).
La serie de alcoholes para la deshidrataciôn, llamada 
serie TBA (tertiary butyl alcohol) , es una mezcla de alcohol
butilico terciario, etanol y agua, en concreto:
- 50: Agua, etanol 95, a. butilico terciario (50:40:10)
- 70: Agua, etanol 95, a. butilico terciario (30:50:20)
- 85: Agua, etanol 95, a. butilico terciario (15:50:35)
- 95: Etanol 95, a. butilico terciario (45:55)
-100 : Etanol absoluto, a. butilico terciario (25:75)
-TBA: 100% de a. butilico terciario.
El numéro de las series indica la concentraciôn total 
de alcohol de cada una.
Los tiempos de deshidrataciôn fueron de 2 h. 30 m. para 
las series 50, 70, 85 y 95. En el de 100 se mantiene 24 h. y en
el de TBA se somete a dos baAos de 7 h. y 24 h.
La imbibiciôn se realiza con los siguientes pasos :
- Tolueno: 3 baAos de 1 h. 15 m.
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- Parafina-tolueno (1:3): 40 m. a 65°
- Parafina-tolueno (1:1): 40 m. a 65°
- Parafina : 48 h ., 6 h . y 24 h . a 65°
Los bloques eran cortados con microtomo de parafina, 
extendidos en baAo histolôgico, los cortes recogidos con portas 
cubiertos con albûmina glicerinada de Mayer, puestos en estufa a 
30° C durante 24 h., desparafinados en xileno durante 2 h. 
rehidratados en series de alcoholes en pasos de 10 minutos hasta 
llegar a agua.
Las tinciones fueron realizadas con floroglucina
clorhidrica, como en el apartado anterior, y con safranina 
verde de metilo. En este ultimo caso teftiamos con safranina 30 
minutos, diferenciâbamos con etanol absoluto y contrastâbamos 
con verde de metilo 30 minutos. (Curtis 1986, modificado).
2.8.3. Microscopia de fluorescencia.
Los cortes obtenidos en los apartados anteriores eran 
colectados en los compartimentos de portas FA test slides, 
teAidos con anticuerpos marcados con fluoresceina, como
describiamos en III.2.2.4. lavados repetidas veces con tampon 
PBS pH 7.2, observados y fotografiados con microscopio Nikon
Optiphot provisto de sistema de fluorescencia con lâmpara 
halôgena.
Cambiando el objetivo de fluorescencia por los de campo 
claro, sin mover la preparaciôn, podlamos conocer la
localizaciôn de las bacterias dentro de los tumores.
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2.8.4. Microscopia electrônica. (Ascaso, C. 1988. Comunicaciôn
personal).
En primer lugar se elige cuidadosamente la 
localizaciôn del tumor que hay que observar. Conociendo la 
anatomia macroscôpica de este elegimos, por un lado partes del 
tumor en las que no se encuentran las bacterias y, por otro, la 
zona correspondiente al canal de infecciôn. Estas zonas fueron 
troceadas en pequeAos bloques de unos 0.5 mm. de espesor que 
fueron fijados inmediatamente en glutaraIdehido al 3.25% en
tampôn fosfato 0.1 M a pH 7.1, sometldas a vacio durante 10
minutos, dos veces, para desgasificar, comprobando que habian 
dejado de flotar. Tras la desgasificaciôn, las muestras se
mantienen en el fijador en nevera durante 3 horas.
Pasado este tiempo se realizan 3 lavados en tampôn 
fosfato para eliminar el glutaraldehido y se dej an las muestras 
en tampôn en la nevera hasta el dla siguiente.
Se élimina el tampôn y se aAade el segundo fijador, 
tetrôxido de osmio al 1%, dejàndolo actuar durante 3 horas en 
nevera. Transcurrido ese tiempo se lava varias veces con tampôn 
fosfato antes de procéder a la deshidrataciôn.
La deshidrataciôn se hace con una serie de alcoholes a 
temperature ambiante;
- Etanol de 30 durante 15 m.
- Etanol de 50 durante 15 m.
- Etanol de 70 durante 15 m. /
- Etanol de 90 durante 30 m. r '
- Etanol absoluto durante 60 m. (3 veces).
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La imbibiciôn comienza con la sustituciôn del alcohol 
absoluto por oxido de 1,2-propileno durante 20 minutos (2 
veces), pasando luego a oxido de 1,2-propileno-Spurr (Spurr, 
1969) (Spurr Resin Kit Taab) 3:1, dejândolo destapado en un 
lugar seco durante 24 horas, con lo que se irâ concentrando el 
Spurr. Finalmente se pasa a spurr puro durante varies dias en 
nevera para evitar la polimerizaciôn.
Para realizar la inclusion se ponen previamente los 
moldes de silicona en estufa a 70°C para que se encuentren 
deshidratados. Se élimina todo el Spurr sobrenadante de los 
tubos y las muestras se vaclan en un papel de filtro colocado 
sobre un papel de aluminio, para poder eliminar completamente 
los restos de Spurr. Con una jeringa ponemos en cada molde una 
gota de Spurr y con las pinzas colocamos en cada uno una 
muestra, dândole la orientaciôn deseada para el corte posterior.
Finalmente se rellena cada molde con Spurr, algo en exceso
puesto que en la polimerizaciôn sufre algo de contracciôn.
Los moldes se introducen en la estufa a 70°c para 
polimerizar durante 24 horas. Pasado ese tiempo se apaga la 
estufa, sin abrirla hasta que descienda a temperature ambiante.
Los bloques son tallados con una cuchilla de afeitar 
dàndoles forma de tronco de pirâmide en la orientaciôn précisa.
Se realizan cortes semifinos de 0.35yim. de espesor en 
ultramicrotomo Ultracut-E (Reicher-Jung) con cuchilla de vidrio 
hecha con 7800 Knifemaker (LKB) y se van observando a 
microscopia ôptica hasta seleccionar la zona que se quiere
observar. A continuaciôn se hacen ya cortes ultrafinos de 80-
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90 nn. de espesor con el mlsmo ultraaicrotoao, pero esta vez con 
cuchilla de diamante.
Para teAir los cortes se emplea una solucion de
citrato de plomo a pH 12.6 (Solucidn de Reynolds) (Reynolds 
1963), preparada previamente de la siguiente manera:
Se disuelven 3.5 g. de citrato trisôdico en 60 ml. de 
agua bidestilada en matraz aforado de 100 ml. Se aAaden 2.66 g. 
de nitrato de plomo, formandose un precipitado bianco mate que 
hay que agitar durante 30 minutos a intervalos de 5 minutos. 
Posteriormente se aAaden 16 ml. de Na OH 1 N. Finalmente se 
afora a 100 ml. y se mezcla por inversion. La solucion debe 
quedar completamente transparente y ajustado el pH, 
almacenandose de 0-4° C.
La tincion se realiza en presencia de Na OH en
lentejas para eliminar el diôxido de carbono ambiental, sobre 
papel de parafina en plaça Petri cerrada. Se pone una gota de la 
soluciôn de Reynolds y sobre la gota la rejilla con los cortes, 
colocando los cortes en contacte con la gota, invirtiendo la 
rejilla, durante 10-12 minutos. Finalmente se lava en agua 
bidestilada durante 5 minutos.
Para los cortes en los que aparecen bacterias hemos 
empleado también la tinciôn con acetato de uranilo, que
contrasta mejor las estructuras subcelulares. Se emplean
soluciones de acetato de uranilo al 2% en acetona del 70%, 
elevando el pH a 4-5 con Na OH. Las rejillas se flotan en la 
soluciôn durante 2 6 3 minutos y se lavan con agua bidestilada.
La observaciôn se realiza con microscopio electrônico
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de transmisiôn Philips EM 300.
2.9 Producelôn de àcido indol 3-acétlco.
2.9.1. Estlmaciôn colorimétrica (Método de Gordon y Weber. 1951) 
Los autores de este método trabajaron con soluciones 
puras de AIA y compararon varias formas de obtener complejos 
coloreados para poder relacionar la absorbancia con la 
concentraciôn.
Nosotrcs hemos modificado el método en el sentidc de
poder detectar el AIA en los medios de cultivo, haciendo una
gràfica patrôn para cada uno de los medios de cultivo empleado
adlcionado con AIA a concentraclones del, 2, 3, 4, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50/tg/ml.
De las seis reacciones empleadas por Gordon y Weber 
para formar complejos coloreados, hemos elegido la que se
realiza con una soluciôn de Fe CI3 en H Cl por ser la que da 
una mejor resoluciôn a bajas concentraclones.
El reactivo tiene la siguiente composiciôn:
Fe CI3 0.5 M   1 ml.
H Cl O4. 3 5 % ------------------- 50 ml.
La reacciôn se efectûa poniendo en un tubo 1 ml. de la 
soluciôn de AIA y 2 ml. del reactivo, agitando y dejando en 
repose 25 minutos. Una vez alcanzado el màximo la densidad del 
color, esta permanece constante por al menos una très horas, lo 
que da tiempo perfectamente a las lecturas en el
espectrofotômetro.
El miximo de absorbancia para esta reacciôn nos daba
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para X = 525 nm. , leido en "UV-VIS Spectrophotometer G-35"
(Varian Techtron).
La gràfica patrôn obtenida en estas condiciones la
podemos ver en la Figura 25. que se corresponde con el
medio de Glucosa y Peptona, empleado por Cornai y Kosuge (1980),
con concentraclones de hasta 50 yxg/ml. de AIA.
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Figura 25. Gràfica patrôn elaborada con el Medio de Glucosa y 
Peptona adlcionado con concentraclones de 1- 50yUg/ml. AIA.
Para detectar bajas concentraclones de AIA hemos 
elaborado también gràficas patrôn con el medio de cultivo 
adicionando de 0-4yUg/ml., como la de la Figura 26.
Los medios de cultivo utilizados para detectar la 
producciôn de AIA por este método fueron: Medio de Glucosa y
Peptona, Medio de Glucosa y Triptona, Caldo de Patata y Glucosa 
(Difco), Caldo de Patata y Glucosa (Natural), y Caldo Nutritive.
En estos medios de cultivo sembramos G . i m l . de un 
precultivo de 24 horas en Caldo Nutritive de las siguientes 
cepas de P. syringae pv. savastanoi: Psi, Ps2, Ps3, Ps4, PsA,
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Figura 26. Gràfica patrôn elaborada con el Medio de Glucosa y 
Peptona adlcionado con concentraclones de 0-4y./g/ml.de AIA.
PsF y PsR. También sembramos las bacterias que aparecen
asociadas a Pseudomonas en los tumores, las denominadas Ea y
Eb. Todas ellas fueron incubadas en matraces de 250 ml., 
conteniendo 100 ml. de medio de cultivo, en baAo de 
agitaciôn en oscuridad a 25® C. A partir de cada cultivo
tomabamos muestras de 1 ml. cada 24 horas para determinar la
concentraciôn de AIA.
2.9.2. Detecclôn de AIA por HPLC.
La cromatografia liquida de alta resoluciôn (High 
Performance Liquid Chromatography o HPLC) es una de las 
técnlcas, tanto analitlca como preparativa, mas utilizada para 
compuestos orgànicos y biolôgicos. Por su exactitud y rapldez de 
los anélisls es una técnica Ideal para el estudio de la 
concentraciôn de AIA, ya que este compuesto es altamente 
inestable.
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El equlpo que hemos empleado estaba compuesto por los 
siguientes elementos;
- Cromatôgrafo de liquidos Konic KNK-500 G, provisto de 
bomba de doble émbolo que suministra caudales de 10 yx. 1, a 5 
ml/min. , a presiones de 0-500 atms.
- Programador de gradientes KNK -029-37 5.
- Inyector Rheodyne 7125 con un loop de 20jj.1.
- Integrador Spectra-Physics SP 4290.
- Detector ERC - 7211 (Erma Inc.) con longitud de onda 
variable de 195-350 nm.
Teniendo en cuenta que lo que pretendiamos era que se
nos separase en el cromatograma el AIA del resto de los
ingredientes de los medios de cultivo y considerando la
solubilidad de todos estos compuestos, habia que elegir con 
muchc cuidado las condiciones, basândonos tanto en los aspectos 
teôricos reflejados en la bibliografia como en la experiencia 
prâctica que ibamos probando dia a dia.
Especial atenciôn dedicamos a la elecciôn de la
columna y el relleno ideal, ya que ello es el corazôn del
cromatôgrafo. Nos inclinamos por la cromatografia en fase
reversa, ya que, con este tipo de relleno, por ser hidrofobo, 
pasarian en los primeros momentos los ingredientes del medio de 
cultivo solubles en agua, quedando mâs retenido el AIA, que 
saldria al final, facilitândose asi la separaciôn. El relleno 
elegido fué el octadecilsililo (ODS) unido a una base
microgranular de silica gel. Esta fase estacionaria expone al
medio la siguiente estructura:
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-'si - CHj - (C - CH]
Al tratarse de una cadena hldrôfoba de 18 àtomos de
carbono, los compuestos del medio de cultivo, mâs hidrôfilos,
eluirian Inmediatamente al no ser retenidos, mientras que el 
AIA, menos hidrôfilo, séria retenido, eluyendo al final. Por
ello, la columna elegida fué una Spherisorb S5-0DS 1 (Phase Sep) 
con tamaAo de particule 5yum., 25 cm de longitud de columna y
4.6 mm. de diâmetro. El bajo tamaAo de particule, al igual que 
la mayor longitud de la columna, aumentan la eficacia
produciendo una mejor separaciôn. El diâmetro de la columna
también es muy importante, ya que con diâmetros de columna
pequeAos se utilize menor cantidad de fase môvil y se logra la 
detecclôn de menores concentraclones de muestra. Logicamente, 
estas consideraciones son vâlidas porque lo que pretendiamos era 
cromatografia analitica, no preparativa.
En la cromatografia sobre fase reversa, la fase môvil 
mâs habituai es una mezcla de agua con un disolvente miscible y 
menos polar, como metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano, etc. 
El agua es el disolvente mâs debil, y origina los mayores 
tiempos de retenciôn. Al aumentar la concentraciôn del 
disolvente menos polar disminuyen los tiempos de retenciôn.
Ademâs de estas consideraciones, la elecciôn del componente
menos polar de la fase môvil depende de la solubilidad de la 
muestra. Tras estas consideraciones teôricas y las 
correspondlentes pruebas prâcticas, nos inclinamos por una fase 
môvil compuesta por metanol : a acético al 1% en agua (50:50).
En el detector lo ûnico que se régula es la longitud
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de onda, puesto que la senslbllldad se contrôla con el 
Integrador. La longitud de onda ideal, en este caso, es 280 nm., 
màxino de absorciôn del MA.
El integrador, desde el que se contrôla el 
cromatograma, se programs, en principio para unas condiciones de 
trabajo médias y, segûn los resultados, se modifiean dichas 
condiciones. La programaciôn bàsica, para empezar, puede ser la 
siguiente:
- Evaluaciôn del umbral del pico, peak threshold evaluation 
o "PT eval" : debe estar entre 12 y 200, ya que valores
superiores a 500 indicarian dériva en la linea base, eluciôn de 
picos de un cromatograma anterior o sensibilidad demasiado 
elevada en el detector. Una vez dada correctamente esta "PT 
eval", se puede programar a un valor mâs alto, por ejemplo PT= 
1150.
- Atenuaciôn: Se puede regular en valores mùltiplos de 2,
desde 0.5, 1, 2, 4, 8.... hasta 4096. En principio se puede
establecer a un nivel AT=256.
- Velocidad del papel: regulable desde 0.1 hasta 20 cm/min. 
En este caso trabajamos a 0.5 cm/min.
Para empezar el cromatograma, primeramente hacemos 
pasar con patrôn medido (AIA, Sigma) en las condiciones 
seleccionadas, como vemos en la Figura 27. A continuaciôn, y 
siempre en las mismas condiciones, inyectamos el medio de 
cultivo estéril, centrifugado y filtrado con filtro de 0 .2yxm de 
diâmetro de poro (Millex Memo, Millipore) (Figura 28.).
144
Muestra: AIA 195 ng/nl.
Inyecclôn: 20yUl,
Columna: Spherisorb S5-0DS 1 
F. môvil: Metanol-Acético 1% (50:50) 
Flujo: 1 ml./min.
Detector uv : =280 nm.
PT= 1150 
AT= 256
CHT SP= 0.5 O
Figura 27. Cromatograma del patrôn AIA (195 ng/ml.)
De esta forma nos aseguramos de que el pico
correspondiente al patrôn no coincide con ninguno de los del 
medio de cultivo. En este ejemplo hemos elegido a propôsito el
Medio de Glucosa y Peptona por ser el mâs complejo en cuanto a
picos de cromatograma. Finalmente, inyectamos el medio de 
cultivo con cantidades variables del patrôn, repitiendo varias 
veces la inyecciôn de cada concentraciôn de AIA para calibrar 
bien la relaciôn del ârea del pico, dato que nos proporciona el 
integrador, con la concetraciôn. Eu las Figuras 29 y 30 vemos 
los cromatogramas del Medio de Glucosa y Peptona con 100, 200 y 
400 ng/ml. de AIA.
Una vez que ya sabemos en que punto y tiempo de
retenciôn eluye el patrôn, hacemos un nuevo programs para el 
integrador, de forma que no nos intégré ningûn ârea salvo el 
pico que nos interesa, que dé mâxima atenuaciôn a todas las 
zonas del cromatograma que no van a ser integradas, que
14!
Figura 28. cromatograma del 
Medio de Glucosa y Peptona en 
las mismas condiciones que el 
anterior.
Figura 29. Cromatograma del 
Medio de Glucosa y Peptona 
con 100 ng/ml. de AIA, en 
las mismas condiciones.
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Figura 30. Cromatogramas del Medio de Glucosa y Peptona con AIA 
a concentraclones de 200 ng/ml (izquierda) y 400 ng/ml 
(derecha), en las mismas condiciones de los casos anteriores.
147
dismlnuya la atenuaciôn en el pico a integrar y, finalmente, que 
termine de imprimir a un tiempo en el que ya no eluye ningûn 
pico. Este programs, en el caso que estamos estudiando séria:
FILE NAME = AIA EN GP
TIME FUNCION VALUE
TT = 0.01 TF = "AZ TV = 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4 .49 TF = "AZ TV = 1
TT = 4 . 5 TF = "AT TV = 64
TT = 4 .51 TF = "II TV = 0
TT = 6 . 20 TF = "II TV = 1
TT = 6.21 TF = "AT TV = 4096
TT = 11 TF = "ER TV = 1
METHOD NUMBER: MN = 0
Las modificaciones introducidas para los siguientes 
cromatogramas son:
- En el tiempo 0.01 (TT = 0.01) hacer auto-cero (TF =AZ),
por si la linea base no estubiera ajustada, TV = 1 signifies que
la funciôn citada queda activada.
- En el tiempo 0.02, poner la atenuaciôn a su valor mâximo
(TF = AT, TV = 4096).
- En el tiempo 0.03, inhibir la integraciôn (TF = II, TV =
1).
- En el tiempo 4.49, volver a hacer auto-cero (TF = AZ, TV
= 1) para que el pico a detectar aparezca a partir de la linea
base.
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- En el tiempo 4.5, bajar la atenuaciôn a 64 (TF = AT, TV 
=64), de forma que el pico correspondiente al AIA serà cuatro 
veces superior al obtenido en los anteriores cromatogramas.
- En el tiempo 4.51, eliminar la inhibiciôn de la
integraciôn (TF = II, TV = 0), empezando a integrar el siguiente 
pico.
- En el tiempo 6.20, una vez eluido el AIA,. volver a
inhibir la integraciôn (TF = II, TV = 1).
- En el tiempo 6.21, volver a la mâxima atenuaciôn (TF = 
AT, TV = 4096 ) .
- En el tiempo 11 finalizar la impresiôn (end run) del
cromatograma (TF = ER, TV =1).
El numéro de método (MN = O) elegido es el que nos 
valora las concentraclones por el area de los picos.
En estas condiciones de trabajo, la misma muestra de 
la Figura 29 , el Medio de Glucosa y Peptona con 100 ng/ml.
de AIA, nos daria el cromatograma representado en la Figura 31.
Una vez creadas todas estas condiciones para cada uno 
de los medios de cultivo en los que se va a detectar la 
producciôn de AIA, ya se pueden ir tomando muestras de estos 
que, centrifugadas y filtradas, pueden ser cromatografiadas.
Los medios de cultivo empleados para el estudio de la 
producciôn de AIA por HPLC fueron: Medio de Glucosa y Peptona,
Medio de Glucosa y Triptona, Caldo de Patata y Glucosa (Difco), 
Caldo de Patata y Glucosa (Natural) y Caldo Nutritivo. En todos 
estos medios de cultivo sembramos las siguientes bacterias: 
Psi, Ps2, Ps3, Ps4, IF 3026, PsA, PsF y PsR. Todas ellas fueron
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Figura 31. Cromatograma del Medio de Glucosa y Peptona en las 
condiciones detalladas en el texto.
preincubadas en Caldo Nutritivo durante 48 horas a 25® C y 
sembradas, tomando 100y/l. con pipeta automética, en los medios 
anteriormente citados. Cada cultivo estaba compuesto por 10 
ml. del medio correspondiente, en tubos de 16 X 16 , que eran 
incubados en agitaciôn a 25°C en oscuridad. Las muestras, de 1 
ml. cada vez, se tomaron en condiciones de esterilidad a las 
18, 41, 64, 96, 114, 121, 145 y 168 horas, se centrifugaron, en 
tubos Ependorf con Microfuge Beckman, se filtraron y 
cromatografiaron.
También fueron cromatografiadas muestras de cada uno 
de los precultivos en Caldo Nutritivo, por si la detecclôn de 
AIA en las primeras horas se debiera a la dlluciôn normal del 
Inôculo.
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2.10. Producciôn de Siringomicina.
2.10.1. Métodos de Gross y De Vay (1976, 1977, 1985) modificados
Para la producciôn de Siringomicina (SR) hemos 
empleado todos los medios liquidos ya descritos para la 
detecciôn de AIA. En ellos hemos sembrado las mismas cepas de P. 
syringae pv. savastanoi que en el caso anterior.
También hemos obtenido SR a partir de tumores frescos, 
en periodo de crecimiento, a partir de rétama, olivo, adelfa y 
fresno.
Los cultivos, 250 ml. de medio en matraces de 500 ml., 
eran sembrados con 1 ml. de un precultivo de 48 h. en Caldo 
Nutritivo de cada Bacteria, e incubados a 2 5®C durante 5 dias. 
Tras esa incubaciôn, se ahadia a cada cultivo un volumen igual 
de acetona acidificada con H Cl 12 N. Se centrifugaba en 
centrifuge refrigerada (Centrifuga RC-5, Sorvall) a 4® C, a 
12.000 r.p.m. durante 20 minutos, para eliminar las bacterias.
En el caso de los tumores, eran triturados y puestos 
en maceraciôn con acetona durante 4 horas, aAadiendo 200 ml. de 
acetona por cada 100 g. de tumores, se decantaba, y se 
centrifugaba en las mismas condiciones que los cultivos. A 
partir de aqui se seguia el mismo procedimiento que con los 
cultivos.
Los sobrenadantes de los dos casos eran recogidos y 
concentrados en rotavapor (Buchi) hasta 50 ml. a 50® C. Se 
ajustaba el pH a 2.0 y se extraia très veces con igual volumen 
de n-butanol. Los très extractos butanôlicos eran mezclados y 
reajustados al 50% con agua destilada y concentrados.
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El concentrado final se ajustaba a 4 ml. en H Cl pH3 
y se sometia a diluciones doble progresivas doce veces para 
ensayar su actividad antibiôtica. (Sinden et al. 1971).
El extracto en H Cl pH3 se aplica, sobre una columna
de cambio ionico de carboximetil celulosa (CM 52 Whatman),
preciclada, desgasif icada y equilibrada con H Cl pH3. Tras la 
aplicaciôn de la muestra, se pasan 250 ml. de H Cl pH3 y, a
continuaciôn, diez cantidades de 50 ml. de soluciones de H Cl
diferenciândose en 0.1 unidades de pH, desde pH 2.9 hasta pH 
2.0. Recogiamos fracciones de 5 ml., que eran individualmente 
concentradas en rotavapor y probadas en su actividad 
antibiôtica.
Ademâs de columnas de carboximetil celulosa CM-52,
hemos empleado otras de fosfocelulosa P 11 (Whatman) en las
mismas condiciones y con similares resultados.
Las muestras positivas procedentes del paso anterior 
eran purificadas a través de una columna de Sephadex G-15
(Pharmacia), concentrando fracciones y ensayando actividad como 
en el caso precedente.
Las pruebas de actividad antibiôtica de la SR se hacen 
sobre Geotrichum candldum (Gross et al. 1977) sembrando en 
césped en la superficie de Agar Glucosado con Patata. se define
la unidad de actividad de SR como la cantidad en un punto final
de diluciôn, que inhibe completamente el crecimiento de
Geotrichum candldum en el ârea de aplicaciôn de 10y/l en Agar
Glucosado con Patata (Sinden et al. 1971).
Aparté de estas pruebas clâsicas, hemos realizado
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otros métodos de ensayo de actividad antibiôtica, como los que 
describimos a continuaciôn;
- Poniendo determinadas concentraclones de los distintos 
extractos con SR sobre disco de 0.5 mm. de diâmetro hechos con 
las alfflohadillas de papel de filtro que contienen las membranas 
de filtraciôn Millipore de 0.45 m. Estos discos se ban empleado 
de forma similar a los de Antibiograma sobre otros 
microorganismos {G. candldum, Candida albicans, E. coli. 
Staphylococcus aureus) en Agar Glucosado con Patata y en Agar de 
Mueller Hinton.
- Practicando pocillcs en plaças de Agar Glucosado con 
Patata, sembrando G. candidum sobre la superficie y depositando 
en el pocillo el extracto.
- Al igual que en el caso anterior, haciendo pocillos en 
el Agar Glucosado con Patata, sembrando G. candidum en 
superficie y poniendo en los pocillos cultivos en Caldo de 
Patata y Glucosa de las bacterias productoras de SR.
- Sembrando G. candidum sobre Agar de Mueller Hinton y 
depositando en la superficie 20y/l. de los cultivos bacterianos 
centrifugados y filtrados. En este caso, como la concentraciôn 
de la fitotoxina era muy baja, utilizabamos el Agar de Mueller 
Hinton porque en este medio se difunde mejor.
Ninguno de estos ûltimos métodos descritos tiene valor 
cuantitativo, pero son muy pràcticos para ir valorando 
cualitativamente la actividad antibiôtica de la SR en los 
cultivos a diferentes tiempos, en distintos medios de cultivo y 
en los extractos varios que se van obteniendo.
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2.10.2 Detecclôn de Siringomicina por HPLC.
La cromatografia liquida de alta resoluciôn (HPLC) la 
hemos empleado para comprobar la efectividad de la purificaciôn 
de la SR.
La fitotoxina obtenida segûn describiamos en el
apartado anterior, tomada del tubo de mâxima actividad 
procédante de la filtraciôn con Sephadex G-15, nos daba un ûnico 
pico a una longitud de onda de 254 nm. en un cromatôgrafo de 
HPLC isocrâtico Kontron, empleando una fase môvil de metanol- 
agua (85:15), con un flujo de 0.5 ml/min. en columna Spherisorb 
S5-0DS 2, como vemos en la Figura 32.
De esta forma ya disponiamos de un patrôn para 
cromatografiar en taies condiciones los diferentes extractos y 
eluidos. Asi, por ejemplo, en la misma Figura 32, vemos a la 
derecha el cromatograma de un cultivo de Ps 1 en Agar Glucosado 
con Patata (Natural), tratado con acetona, centrifugado y 
filtrado, antes de la concentraciôn, en el que se observa el 
pico correspondiente a la SR.
Cuando pudimos disponer, finalmente, de un detector
ultraviolets de longitud de onda variable, comprobamos que en
realidad la SR absorbia en ultraviolets a un mâximo de 210 nm. 
como vemos en la Figura 33 que represents un cromatograma de 
uno de los tubos de mâxima actividad obtenido por eluciôn de 
extractos concentrados de SR en fosfocelulosa P-ll.
Con estas experienclas ya disponiamos de un método 
para detectar la SR, siempre que lograsemos las condiciones 
adecuadas para separar en una mezcla el pico correspondiente.
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F. môvil: Metanol-agua (85:15) 
Inyecciôn: 10y/l. de muestra 
diluida en lOyUl. de F. Movil. 
Columna: Spherisorb S5-0DS 2 
Flujo: 0.5 ml/min.
Detector uv: X =254 nm. 
Registro: 20 cm/h.
Figura 32. Cromatogramas de la SR. (izquierda) y de un extracto 
acetônico de un cultivo de 5 dias en Caldo de Patata y Glucosa 
(derecha), en las condiciones resefiadas en el texto.
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Huestra: SR elulda de Pll 
F. movil: Metanol-agua (50:50) 
Inyecciôn: 20yutl.
Columna: Spherlsorb S5-0DS 1 
Flujo: 1 ral/min.
Detector uv:\ = 210 nm.
PT = 1.150 
AT = 128 
CHT SP = 0.5
Figura 33. Cromatograma 
fosfocelulosa P-11.
de SR eluida columna de

IV. RESULTADOS
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- En Agar Nutritive con 25 mg/1, de Cristal Violeta, 
las colonies de Pseudomonas crecen menos que en los medios 
anteriores, alcanzando un màximo de 0.5 mm. de diàmetro, 
captando el colorante. Las Enterobacterlaceae crecen igual que 
en Agar Nutritive, pero camuflândose algo el pigmente de las 
cepas amarillas. (Figura 35.)
Figura 35. Siembra de tumores de olive en Agar Nutritive con 25 
mg/1. de Cristal Violeta. Las colonies amarillas son 
Enterobacterlaceae y las violeta P. syringae pv. savastanoi.
- En el Medio B de King, el crecimiento de todas las 
bacterias de los tumores se ve favorecido, alcanzando las cepas 
de Pseudomonas un diàmetro de colonia de unes 2 mm. La 
producciôn de pigmentes fluorescentes es variable, no sdlo a 
nivel de cada muestra sembrada, sino también, dentro de cada 
muestra, a nivel de individuo, apareciendo en la misma plaça
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colonlas pigmentadas y no pigmentadas, probablemente debido a 
las diferencias individuales en determinados momentos en cuanto 
al contenido en hlerro (Cody et al. 1987 a). Las
Enterobacterlaceae llegan a alcanzar mas de 5 mm. de diàmetro. 
siendo sus colonies muy caracteristicas, produciendo una 
abundante câpsula (detectable por tincion negativa) y 
ccnservando su pigmentacion tipica. (Figura 36.)
Figura 36. Siembra de tumores de olivo en Medio B de King. Las 
colonies grandes blancas son Enterobacterlaceae y las colonies 
pequeAas son P. syringae pv. savastanoi.
- En el Medio D4 de Kado y Heskett (1970), a pesar de 
su definiciôn como medio selectivo para Pseudomonas
fltopatôgenas, ha demostrado ser muy poco practico para este 
propdsito. Solo crecen las Pseudomonas procedentes de
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determinados tumores, slempre en màs bajas proporciones que en 
los medios anteriores. Este hecho nos indica ya una cierta 
variabilidad de P. syringae pv. savastanoi. A pesar de que todas
las cepas estudiadas han resultado ser résistantes a los p> - 
lactâmidos , cuando este medio es adicionado con Ampicilina, no 
se da ningùn crecimiento de P. syringae. Este hecho debe ser 
interpretado c o m o  que uno de los ingredientes del medio, el 
laucil sulfato sôdico, por su caracter detergente. debe p r o d u c ir 
modificaciones en los lipopolisaciridos de la membrana externa 
de la pared y faciliter el paso de la Ampicilina para que actue
sobre la transpeptidaciôn. Por el contrario, la adiciôn de
Ampicilina al Agar Nutritivo o al Medio B de King, permite el
normal crecimiento de la bacteria.
El crecimiento de P. syringae en este medio, cuando 
ocurre, produce colonies de 1-2 mm. de diàmetro, blancas 
convexas y mucosas.
Las Enterobacterlaceae présentes en los tumores 
producen colonies grandes, de màs de 5 mm., muy mucosas, 
abombadas, brillantes, conservando la pigmentacion
caraoteristica. (Figura 37.)
- El Medio D3 de Kado y Heskett (1970), selectivo para 
Erwlnia, lo hemos empleado como prueba de que las
Enterobacterlaceae, asociadas a los tumores, pertenecieran a 
dlcho género, ya que las cepas de Agrobacterium sembradas en 
este medio no crecleron nlnguna. Por el contrario, toda la flora 
tumoral, excepto P. syringae, crece bien, al igual que ocurre 
con las cepas de Erwinia probadas. (Figura 38).
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Figura 37. Siembra de tumores de olivo en Medio D4. Las coXonias 
grandes son Enterobacterlaceae y las colonias pequeAas son P. 
syringae pv. savastanoi.
Figura 38. Enterobacterlaceae tumoral en Medio D3.
162
- El Medio D1 de Kado y Heskett (1970), selectivo para 
Agrobacterium, lo hemos usado con el mismo sentido que el 
anterior, pudiendo comparer la diferencia de crecimiento que hay 
en él entre Agrobacterium, Erwinia y las Enterobacterlaceae 
tumorales. Mientras que Agrobacterium crece en este medio sin 
virar el indicador azul de bromotimol, dando colonias azul o 
azul-verdoso, Erwinia hace virar el indicador a amarillo. Las 
Enterobacterlaceae tumorales se comportan igual que Erwinia en 
cuanto a la formaciôn de colonias amarillas, pero sus colonias 
son mucho mas grandes, de similares caracteristicas a las 
producidas en los Medios B de King, D4 y D3. (Figura 39.)
Figura 39. Enterobacterlaceae tumoral en Medio Dl.
Todos los caractères de crecimiento en los diferentes 
medios que acabamos de describir para la flora tumoral de Olea
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europaea, los tiene en comûn con los tumores estudiados en 
acebuche (Olea europaea var sylvestris).
Para comprobar si existia alguna relacion niimerica 
entre la presencia en los tumores de P. syringae, y les dos 
tipos de colonias de Enterobacteriaceae, blancas y amarillas, 
hicimos un muestreo de 50 tumores frescos de, aproximadamente el 
mismo peso (alrededor de 1 g.), procedentes de cinco olivares de 
la Rana de la Mascura.
Una vez machacados (los tumores) como describiamos en 
III.2.1., poniamos en el mortero 10 ml. de soluciôn fisiolôgica 
y sembrâbamos con asa calibrada de 10 yU.1. en plaças de Medio B 
de King de 140 mm. Los resultados de los recuentos fuercn:
Numéro de colonias
Muestra P. syringae Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae
(Amarilla) (Blanca)
Olivar 1. 
1 35 62 12
2 127 78 0
3 52 123 0
4 87 58 23
5 105 42 13
6 82 158 15
7 65 20 0
8 132 47 2
9 83 0 105
10 Incontables Incontables 0
olivar 2 ,
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1 48 22 0
: 52 0 39
3 111 54 0
4 215 0 0
5 67 13 0
o' 92 15 17
7 157 0 0
8 42 0 83
9 Incontables Incontables 0
10 63 57 0
Olivar 3
1 98 81 0
2 105 68 13
3 67 121 0
4 85 72 0
5 63 24 19
6 Incontables Incontables 0
7 32 158 0
3 49 33 13
9 162 0 0
10 78 23 0
Olivar 4
1 Incontables Incontables 0
2 152 39 0
3 35 48 24
4 99 0 37
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5 123 14 0
6 59 82 0
7 48 107 0
8 Incontables 0 0
9 62 14 15
10 34 22 0
Olivar 5.
1 115 0 0
2 27 38 0
3 52 0 47
4 64 11 16
5 82 37 0
6 29 75 0
7 41 62 0
8 30 17 18
9 20 98 0
10 29 26 0
Como puede observarse a simple vista, y sin emplear 
medidas estadisticas especiales, no hay nizg-una relacion entre 
la existencia de una u otra cepa de Enterobacteriaceae 
acompaftando a P. syringae, puesto que hay tumores en los que 
aparece Pseudomonas sdlo (10%), otros en los que va acompaflada 
de las cepas amarillas de Enterobacteriaceae (54%), unos en los 
que aparecen simultâneamente Pseudomonas y Enterobacteriaceae 
blancas (10%), y, finalmente, tumores en los que nos encontramos 
los tres microorganismos (26%). Hay un clsro predominio de
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tumores en los que aparecen Pseudomonas junto con 
Enterobacterlaceae amarillas.
En experiencias similares a estas, cuyos cuadros de 
datos omitimos por no recargar demasiado estos resultados, hemos 
tratado de estudiar la existencia de los tres microorganismos 
en un mismo arbol y en ramas del mismo arbol.
En tumores procedentes del mismo arbol los resultados 
resumidos han sido:
- Tumores con P. syringae solo: 5t
- Tumores con P. syringae y Enterobacteriaceae amarilla: 61%
- Tumores con P. syringae y Enterobacteriaceae blanca: 6%
- Tumores con los tres microorganismos: 28%
En tumores procedentes de la misma rama:
- Tumores con P. syringae solo : 7 %
- Tumores con P. syringae y Enterobacteriaceae amarilla: 63%
- Tumores con P. syringae y Enterobacteriaceae blanca: 13%
- Tumores con los tres microorganismos; 12%
Cuando hemos efectuado pruebas de patogeneidad 
inoculando los microorganismos procedentes de los tumores en 
chupones nacientes del tronco del arbol, hemos podido demostrar 
que solo Pseudomonas syringae pv. savastanoi era capaz de 
desencadenar la formaciôn de tumores (Figura 40). Para 
asegurarnos de que en el inôculo iba solo la bacteria elegida, 
lavabamos previamente la zona a inocular con cloruro de 
benzalconlo al 1/1000, de forma que ellminàsemos la flora 
epifitica que pudiera contaminar. Pues bien, aûn en estas 
condiciones, una vez desarrollados los tumores expérimentales y
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obtenldas de naevo las bacterias présentes en él, nos
encontramos la misma situaciôn que en los tumores naturales, es 
decir, un predominio de flora mixta.
Las pruebas de patogeneidad realizadas con cepas P.
syringae pv. savastanoi procédante de Olea europaea solo han 
resultado efectivas claramente sobre la misma especie,
independientemente de la variedad. Como ya hemos seAalado, de
las dos variedades cultivadas en la Zona Centro, la variedad 
Cornicabra y Manzanilla, la primera es la realmente afectada por 
la tuberculosis, mientras que la segunda no es atacada o, en 
caso de que lo sea, aparecen poquisimos tumores, muy aislados, 
en cada ârbol. Pues bien, al realizar las inoculaciones 
expérimentales, ambas variedades han respondido de la misma 
forma, siendo la respuesta positiva en todos los casos y 
cuantitativamente equiparable (Figura 41). Ello nos indicaria 
que el hecho de que una variedad sea màs résistante a la 
enfermedad no se debe a ningùn tipo de incompatibilidad entre 
los tejidos de la planta y la bacteria, sino màs bien a algùn 
tipo de impedimento fisico a la penetraciôn. Por eso, una vez 
vencido artifiçialmente dicho impedimento mediante la inyecciôn 
experimental, el desarrollo de la enfermedad es igual en ambas 
variedades.
Las pruebas de patogeneidad sobre otras plantas 
sensibles en condiciones naturales (Nerium oleander, Fraxlnus 
excelsior y Rétama sphaerocarpa) han resultado negativas. 
Unicamente en Nerium oleander se detectaba un pequeAo incremento 
de volumen en los tallos inoculados, sin llegar a desarrollarse
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F i g u r a  4 0 .  Olea europaea, v a r i e d a d  C o r n i c a b r a ,  i n o c u l a d a  
a r t i f i c a l m e n t e  c o n  P. syringae pv. savastanoi.
Figura 41. Olea europaea, variedad Manzanilla, inoculada 
artifiçialmente con P. syringae pv. savastanoi.
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un tubérculo tipico.
También hemos realizado pruebas de patogeneidad con 
plantas que pudieran mantenerse en el laboratorio, como 
Phaseolus vulgaris y Lycopersicum esculentum. En el primer 
caso, el porcentaje de efectividad ha sido muy bajo, 
descârtandose por ello su uso continuo. No obstante en les casos 
en que conseguia desarrollarse el tumor, este era un tubérculo 
similar al que aparece en otras plantas afectadas (Figura 42). 
En el segundo caso, la efectividad era total, aunque el 
desarrollo tumoral era claramente distinto de los demâs casos, 
produciéndose metastasis por todo el tallo, fuera del lugar de 
la inoculaciôn y de menor desarrollo que en el caso anterior 
(Figura 43). En ninguno de estos dos ejemplos citados, al tratar
Figura 42. Phaseolus vulgaris, inoculada con P. syringae pv. 
savastanoi.
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Figura 43. Lycopersicum esculentum inoculada con P. syringae pv. 
savastanoi.
de recuperar la bacteria inoculada a partir de los tumores 
expérimentales, obteniamos ningùn otro microorganismo.
Finalmente, una vez puesta a punto la técnica para la 
detecciôn de la producciôn de AIA en los cultivos por HPLC, 
subtituimos las pruebas de patogeneidad por inoculaciôn en la 
planta por la cromatografla de cultivos, ya que, en este ùltimo 
caso teniamos resuelta la prueba de patogeneidad en 24 - 48
horas.
1.2. Flora bacteriana asociada a tumores en otras plantas
sensibles a P. syringae pv. savastanoi.
Tres son las plantas en las que hemos realizado un
anàlisis de su flora bacteriana. Las dos primeras (Nerium
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oleander y Fraxlnus excelsior) ya se encontraban en la
bibliografia, como vimos en la Introduccion (Smith 1920, Wilson 
1965, Janse 1981 a, 1981 b y 1932), mientras que la tercera
(Retama sphaerocarpa) se describe aqui por vez primera.
En los tumores de Nerium oleander nos hemos encontrado 
una situaciôn parecida al caso de Olea europaea ya que, en la
mayor parte de los casos, P. syringae pv. savastanoi, aparece
acompaûada de bacterias de pigmentacion amarilla. Estas 
bacterias, en base a los mismos criterios bioquimicos que en el 
caso anterior, fueron clasificados, en principio como 
Enterobacteriaceae. Por el contrario, en tumores de Nerium
oleander, muy raramente aparecia alguna Enterobacteriaceae 
blanca. Todas las caracteristicas de cultivo seAaladas para las 
cepas procédante de Olea europaea son aplicables a este caso, 
con la excepciôn de que en Agar Nutritivo y Medio B de King, las 
cepas de Pseudomonas de Nerium oleander producen colonias algo 
mas grandes (Figuras 44 y 45).
En Fraxinus excelsior, al igual que ocurre en Olea 
europaea, nos encontramos también a Pseudomonas acompaûada por 
Enterobacteriaceae con colonias blancas y amarillas, en 
principio, con los mismos caractères culturales descritos.
Aparté de las diferencias bioquimicas que describiremos màs 
adelante, hemos podido constater que las cepas de Pseudomonas 
procedentes de esta planta crecen màs rapidamente en los medios 
habituales, Agar Nutritivo y Medio B de King, produciendo
colonias ya a las 24 horas. (Figuras 44 y 45).
En Retama sphaerocarpa, hemos obtenido una cepa de
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Figura 44. Crecimiento de diferentes cepas de P. syringae pv. 
savastanoi en Agar Nutritivo.
- Superior derecha: procédante de olivo.
- Superior izquierda: procédante de fresno.
- Inferior derecha: procédante de adelfa.
- Inferior izquierda: procédante de retama.
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Figura 45. Crecimiento de diferentes cepas de P. syringae pv. 
savastanoi en Medio B de King.
- Superior derecha; procédante de olivo.
- Superior izquierda: procédante de fresno.
- Inferior derecha: procédante de adelfa.
- Inferior izquierda; procédante de retama.
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Pseudomonas, que pudimos clasificar posteriormente como P. 
syringae pv. savastanoi, ya que no encontramos diferencias mas 
notables que las que pudieran darse entre las tres primeras. La 
diferencia mas destacable a primera vista, a nivel de cultivo en 
los Medios B de King y Agar Nutritivo, es su menor crecimiento, 
siendo este màs lento y produciendo colonias màs pequeAas 
(Figuras 44 y 45). Ademàs esta cepa présenta un m'enor vigor 
para su ccnservaciôn en cultivos refriçerados, ya que, mientras 
las tres anteriores pueden permanecer en nevera a 4°C en medics 
de agar durante màs de un mes sin resembrar, esta necesita ser 
resembrada caJa quince lias aproximadamente. En cuanto a otras 
bacterias acompaAantes, en Retama sphaerocarpa nos hemos 
encontrado en la mayoria de los casos la existencia de 
Enterobacteriaceae de colonias amarillas, no asi de colonias 
blancas. Ocasionalmente han aparecido en los cultivos cepas de 
Xanthomonas, probablemente X. campestris, diferenciàndose de las 
Enterobacteriaceae no solo en las pruebas bioquimicas, sino 
también por producir colonias mucho màs pequenas y nunca 
mucosas, en los medios habituales.
1.3. Anàlisis de la variabilidad de P. syringae.
Para analizar la variabilidad fenotipica de P. syringae 
hemos seleccionado 100 cepas procedentes de varias
localizaciones geogràficas (Rafla de la Mascura, Rio Cedena, 
Méntrida, Villaviciosa de Odôn, Monteprincipe, Carretera de 
Boadilla del Monte, Madrid y Benidorm), distintas en cuanto a 
las plantas sobre las que se han encontrado en formaciones 
tumorales o como epifitas (Olea europaea var europaea, Olea
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europaea var sylvestris, Nerium oleander, Fraxinus excelsior y 
Retama sphaeocarpa) y, finalmente., algunas obtenidas apartir de 
la mosca del olivo (Dacus oleae).
Las pruebas realizadas han sido todas las descritas 
para Pseudomonas en Materiales y Métodos, ademàs de 
antibiogramas y pruebas de patogeneidad (producciôn de AIA y 
Siringomicina).
Vamos a ver a continuaciôn todos los caractères que 
hemos encontrado ccmunes en las cien cepas estudiadas, de forma 
que no compliquemos demasiado un cuadro que deberia constar de 
100 lineas y 64 columnas.
Reacciones de aglutinaciôn:
* Anti Psi + * Anti PsA
Pruebas bioquimicas bàsicas:
* Glucosa (Oxidaciôn) + * Glucosa (Fermentaciôn) -
* Catalasa + * Oxidasa -
* Nitrato (reducciôn) - * Nitrôgeno -
* Arginina dihidrolasa - • Indol -
* A-Galactosidasa - * Sulfhidrico -
* Urea -
Asimilaciôn de fuentes de carbono:
* Manosa + * Manitol +
* Maltosa - * Gluconato +
* Adipato - • Mâlato +
* Fenilacetato - * Galactosa -
t .
» Adonitol - * Inositol + i
* Ramnosa - * Fructosa + *
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* N- Acetilglucosamina - • Almidôn -
* Rafinosa + * Dulcitol -
* Salicina - * Xilosa +
Otras pruebas:
* Producciôn de AIA - * Producciôn de levano +
* Producciôn de Siringomicina + * Crecimiento a 41  ^c -
* Capacidad criogénica +
Sensibilidad ante antibiôticos:
- Estreptcmicina - Kanamicina
- Neomicina - Tetraciclina
- Oxiteîraciclina - Colistina
- A. Nalidixico - Polimixina B
- Cloranfenicol
Resistencia a antibiôticos:
- Bacitracina - Furadoina
- Vancomicina - Novobiocina
- Ampicilina - Cefalotina
- Nistatina
Aqui debemos destacar el hecho de que aunque deducimos 
con caracter general la resistencia de todas las cepas aisladas 
ante los /3 -lactàmidos (Ampicilina, Cefalotina), lo que hemos 
utilizado para elaborar medios sélectives con Ampicilina, una 
de las bacterias estudiadas, la llamada Psi, actualmente se ha 
hecho sensible a dichos antibiôticos, tras diez aflos de 
permanencia en condiciones de laboratorio. Es lôgico pensar que 
la sensibilidad ante los /3-lactàmidos se puede deber a la 
pérdida de un plâsmido.
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Las cepas en las que hemos especificado su obtenciôn en 
el Medio D4 han sido objeto de especial atencion en sus 
reacciones en los diferentes medios, por si el hecho de que 
crecieran en este medio pudiera estar ligado a otras 
caracteristicas fenotipicas particulares.
Finalmente, en el siguiente cuadro vamos a ver las 
caracteris ticas fenotipicas en las que hemos encontrado 
variabilidad. Las pruebas comprendidas en este cuadro son:
- ESC: hidrolisis de la esculina.
- GEL: hidrolisis de la gelatina.
- ARA, CAP y CIT: asimilaciôn de arabinosa, caprato y
citrato, respectivamente, segün el método API 20 NE.
- SU, MN, TR, SO y MA: oxidaciôn de sacarosa, manitol, 
trehalosa, sorbitol y manosa, respectivamente, en el Medio OF de 
Hugh y Leifson con discos de hidratos de carbono.
Notas al cuadro:
- En las cepas de Pseudomonas procedentes de olivo y
acebuche, cuando ARA, CAP y CIT dan reacciôn positiva, lo hacen 
a las 72 horas, a excepciôn de IF 3026 que da positive a las 48 
horas.
- En la prueba de la esculina, cuando ponemos +-, en todos 
los casos salvo en las cepas que proceden de fresno, es porque 
el color marrôn de la reacciôn es siempre muy claro.
ç## Cttwida# « partir da Madlo Procadaneia
Hldràliaia Aslellaçibndafuantas da carbono Antibidt
esc cet ARA CAP CIT su MH TR 50 KA S3
Tumor da olivo Rafla da la Maicura
Razumsdo tumor 
CplfitJ olivo
Dacua olaaa
Tumor Aa olivo 
Tumor acabucna
Tumor dm o
Tumor da frasno
Arturo S o n  a
Momtapflacipm
Boadilla Monta 
Rio cadana
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1.4. Anàlisis de la variabilidad de otras bacterias présentes en
la flora tumoral.
Segûn deciamos en IV. 1.1., junto con P. syringae pv. 
savastanoi, aparecen, en la mayor parte de los casos unas 
bacterias pigmentadas de amarillo, las prédominantes, o 
apigmentadas, que venimos denominando Enterobacterlaceae.
Las cepas amarillas procedentes de Olea europaea no 
solo de tumores, sino también las obtenidas como epif itas y las 
asociadas a los diferentes estadios de Dacus oleae, fueron 
investigadas en sus caractères générales y sometidos a pruebas 
de identificaciôn para Enterobacteriaceae, dando los siguientes 
resultados:
- En Agar Hierro de Kligler daban fermentaciôn de glucosa 
sin producciôn de gas, no fermentaciôn de lactcsa y no 
producciôn de sulfhidrico.
- Urea e Indol, negativos.
- Motilidad, Citrato y Fenilalanina, positives.
- Lisina y Ornitina descarboxilasa, negativos.
- En el Medio MR-VP, producian acetoina (VP+) y no produci an 
âcidos (MR-).
- No fermentaban dulcitol.
- Reducian nitrates a nitrites.
- Producian hidrolisis de la gelatina al cabo de varies dias
- Eran inhibidas por KCN.
- No hidrodizaban el almidôn y producian càpsula de levano.
- En cuanto a fuentes de carbono, tenian en comûn la 
fermentaciôn de: glucosa, salicina, arabinosa, xilosa.
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ramnosa, maltosa, galactosa, glicerol, sacarosa y 
dextrina.
- No asimilaban ninguna de las siguientes fuentes de 
oarbono: lactosa, dnl-'itol, adonicol, sorbitol, inulina 
rafinosa, trehalosa, inositol, lactate y almidon.
- Solo encontramos variabilidad en la asimilaciôn de 
manitol, manosa y fructosa.
Todas las cepas investigadas aqui dieron positiva la 
aglutinaciôn con suero Anti-Ea.
Sn cuanto a las cepas no pigmentadas, investigamos 
varias con la misma procedencia que las anteriores (tumores, 
epifitas y de Dacus oleae), que daban reaccion de aglutinaciôn 
positiva con suero Anti-Eb. Nos encontramos una gran cantidad de 
caracteristicas en comùn con las anteriores, en concrete:
- Daban los mismos resultados en Agar Hierro de Kligler, 
asi como en las pruebas de Urea, Citrato, Indol, Motilidad, 
Lisina, Ornitina, Dulcitol. Inhibicion por KCN, Hidrolisis del 
almiddn y producciôn de Levano (aunque menos).
- Tenian en comùn la asimilaciôn de glucosa, salicina, 
arabinosa, xilosa, glicerol, sacarosa y dextrina, y la no 
asimilaciôn de lactosa, dulcitol, adonitol, sorbitol, inulina y 
rafinosa.
Las diferencias con respecte a las cepas pigmentadas 
eran las pruebas de la Fenilalanina (estas la daban negativa), 
el Medio MR-VP (estas eran MR+ y VP-), y que no reducian 
nitrates y no hidrollzaban la gelatina.
En asimilaciôn de fuentes de carbone se diferenciaban
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en que estas, al contrario que las cepas pigmentadas, asimilaban 
trehalosa e inositol, y no asimilaban ramnosa. Ademâs, las cepas 
no pigmentadas tenian una mayor uniformidad en la asimilaciôn de 
manitol, manosa y fructosa, dando todas positive, presentando 
ûnicamente diferencias en cuanto a la asimilaciôn de maltosa.
Cuando nos encontramos la misma situaciôn de existencia 
de Enterobacterlaceae pigmentadas de amarillo en Nerium 
oleander y Rétama sphaerocarpa, aplicamos para estas bacterias 
las mismas pruebas de identificaciôn, para compararlas con las 
cepas amarillas de Olea europaea.
Ademâs de dar reacciôn de aglutinaciôn positiva con 
suero Anti-Ea nos encontramos las siguientes caracteristicas en 
comùn:
- Los mismos resultados en Agar Hierro de Kligler, Urea, 
Indol, Motilidad, Fenilalanina, Lisina, Ornitina, Nitrate, 
Gelatina, KCN, Hidrôlisis del almidôn y Producciôn de Levano.
- La asimilaciôn de glucosa, salicina, arabinosa, xilosa, 
maltosa y galactosa, y la no asimilaciôn de lactosa. adonitol, 
sorbitol, rafinosa, e inositol.
Las cepas de olivo, adelfa y rétama se diferenciaban
en :
- La acciôn en el Medio MR-VP, ya que las cepas procedentes 
de adelfa y rétama no producian acetoina.
- La asimilaciôn de algunas fuentes de carbono, presentando 
cierta variabilidad en los casos del citrato, dulcitol, manitol, 
trehalosa, manosa, fructosa y ramnosa.
Como en el caso de Pseudomonas hicimos un estudio de la
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variabilidad de 100 cepas procedentes de las diferentes
localizaciones geogrificas en las que hemos trabajado,
distintas en cuanto a las plantas sobre las que se ban 
encontrado en tumores o como epifitas, y algunas procedentes de 
Dacus oleae. Entre las bacterias estudiadas vamos a incluir las 
cuatro cepas de colecciôn definidas en Materiales y Métodos, 
para establecer las oportunas comparaciones:
- Erwinia carotovora var. carotovora.
- Erwinia carotovora var. atroseptica.
- Agrobacterium tumefaciens C-58.
- Agrobacterium tumefaciens G-88.
- Agrobacterium tumefaciens V.
Como en el caso de Pseudomonas vamos a describir, en
primer lugar, las pruebas que tienen en comùn las 100 cepas
estudiadas para poderlas suprimir del cuadro de variabilidad y 
evitar asi la comple]idad innecesaria.
- Todas las bacterias investigadas han dado positiva la
prueba ONPG ( ,^-Galactosidasa) .
- Todas han dado negativas las siguientes pruebas: Arginina, 
dihidrolasa, Lisina y Ornitina descarboxilasa, Sulfhidrico,
Indol y Oxidasa.
- Todas han dado una reacciôn intermedia (color marrôn
claro) en la prueba TDA (Triptôfano desaminasa).
En el siguiente cuadro podemos ver las pruebas
sometidas a variaciôn. En él hemos ahadido la pigmentaciôn
amarilla (P.A.) y la aglutinaciôn con sueros Anti-Ea y Anti-Eb a 
las pruebas bloquimlcas y de asimilaciôn.
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Las aclaraclones complementarias a dicho cuadro son:
- Cuando ponemos r.c. en las reacciones de aglutinaciôn, 
significa reacciôn cruzada, es decir, una aglutinaciôn mas 
tardia y menos notable que cuando es claramente positiva. 
(Figura 46)
- En la hidrôlisis de la gelatina, vemos que hay una 
abundanciâ de reacciones negativas (-) y débiles (f-) en las 
cepas pigmentadas, mientras que anteriormente habiamos dado como 
carâcter general el liecho de que fueran positivas. En este caso, 
nos debemos fiar màs de las pruebas hechas fuera del método API 
20 E, con las que se incuba durante varies dias, mientras que en 
el API 20 E, una vez realizadas las reacciones adicionales (a. 
sulfanilico, o<-naftilamina, Reactivo de Ehrlich-Kovacs, etc.) 
no se puede volver a reincubar, porque los vapores que se
Figura 46. Reacciones de aglutinaciôn con suero Anti-Ea: 
Reacciôn positiva y reacciôn cruzada.
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desprenden en una atmôsfera tan lloltada interfieren las 
reacciones normales. Por ejemplo, una vez que se han hecho las 
reacciones, si se reincuba aunque sôlo sea unas horas, todos los 
indicadores de la fermentaciôn de hidratos de carbono viran a 
icido, como si fueran positives.
En el caso de la mayoria de las cepas procedentes de 
Fraxinus excelsior, cuando ponemos ++, hay que destacar qpie la 
hidrolisis de la gelatina es notable a las 24-48 horas. (Figura 
47)
- En las pruebas de fermentaciôn de hidratos de carbono, el 
compartimente del inositol, que aparece como negative en todas 
las cepas pigmentadas puede indueirnos a error, por ser desde un 
primer memento de un tone verde-amarillento. La comprobaciôn de
I
Figura 47. Pruebas de identif icaciôn API 20 E de cepas de 
Enterobacterlaceae procedentes de Fraxinus excelsior, en las que 
destaca su clara reacciôn positiva de hidrôlisis de la gelatina.
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que efectlvamente es neqatlvo la hemos hecho basândonos en el 
Agar Base Rojo Fenol adlclonado con un disco de inositol.
- En la reducciôn de los nitrates, en la que sale positiva 
la producciôn de nitrites y no, salvo en un caso, la producciôn 
de nitrôgeno, es probable que algûn caso que hemos dado como 
negative, sea positive, porque puede ocurrir que la reducciôn 
sea total, hasta nitrôgeno y tan ràpida que no lleguemos a 
detectarla.
- Las dos variedades (subespecies, segûn el "Bergey's 
Manual") de Erwinia carotovora, salvo en e] apartado de pigmento 
amarillo y en la reacciôn de aglutinaciôn, que dan reacciôn 
cruzada, producen exactamente las mismas modificaciones en los 
medios de cultive que la mayoria de las cepas amarillas.
- Por el contrario, las très cepas investigadas de 
Agrobacterlum tumefaciens, vemos que no tienen, practicamente, 
ninguna relaciôn. Mientras que las 97 bacterias restantes son 
todas fermentadoras, vemos que estas très cepas no.
2. PRESENCIA DE LA FLORA BACTERIANA ASOCIADA A LOS TUMORES EN 
LOS PARASITOS DEL OLIVO.
Los paràsitos detectados sobre Olea europaea en la 
comarca de Navahermosa fueron:
- salssetia oleae, acompahada siempre del habituai Capnodium 
eleaophilum (Figura 48). Ambos paràsitos son compartidos por 
otra planta afectada de tuberculosis, Nerium oleander. Los 
ataques màs fuertes debido a estos dos organismos, los hemos 
observado en olivares (o jardines, en el caso de Nerium
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Figura 48. Salssetia oleae en el envés de las hojas del olivo, 
acompadada de un fuerte ataque de Capnodium eleaophilum.
oleander) que han sido ampliamente tratados con insecticidas, a 
los que es resistente Salssetia oleae debido a su fuerte 
cuticula que le protege. Los insecticidas deben terminar con los 
enemigos biolôgicos naturales de la cochinilla, favoreciendo su 
proliferaciôn. Ruiz Castro (1951) cita varias decenas de 
enemigos de este organismo, aunque reconoce que sôlo habian 
descrito cuatro en Espana. Nosotros hemos detectado, en la zona 
de Villaviciosa de Odôn (Madrid), cochinillas que habian sido 
destruidas por alguna larva de insecto no identificada, con un 
orificio de salida a través de la cuticula. En la RaAa de la 
Mascura hemos descubierto varios enemigos naturales de Salssetia 
oleae, no descritos en la bibliografia; se trata de diferentes 
especies de hormigas que son capaces de detectar y eliminar
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todas y cada una de las cochinillas présentes en cada àrbol 
(Figura 49).
En cuanto al gran decaimento que se produce en los 
àrboles como consecuencia del ataque combinado de Saissetia 
oleae y Capnodium eleaophilum todos los autores seftalan qpie debe 
ser consecuencia de la interrupciôn de la fotosintesis al 
cubrirse la superficie con el hongo. La explicaciôn nos parece 
bastante simple a la vista de nuestras observaciones. En primer 
lugar hay que destacar que la superficie cubierta por el hongo 
es, principalmente, el envés de la hoja (Figura 48). En segundo 
lugar, tras el fuerte ataque, se desencadena una clorosis en el 
haz que no es explicadsle por la interrupciôn de la fotosintesis 
(Figura 50). Teniendo en cuenta la capacidad toxigénica de los 
hongos, creemos que la producciôn de alguna toxina podria ser la
Figura 49% Gamponotum cruentatus (Izqulérda) y Crematogaster 
aubertl (derecha) atacando a Salssetia oleae.
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Figura 50. Clorosis desencadenada en el haz de las hojas de 
olivo, como consecuencia del ataque por el envés de Capnodium 
eleaophilum.
explicaciôn de los daâos ocasionados en la planta. Naturalmente 
se trata sôlo de una hipôtesis que se podria investigar y que 
se sale de los objetivos de este trabajo.
- Prays oleae, encontrada con caracter muy ocasional y nunca 
determinando ataques importantes sobre los olivares de la RaAa 
de la Mascura (Figura 51).
- Buphylura olivina, detectada con cierta frecuencia sobre 
los brotes de primavera a los que da su tipico aspecto 
algodonoso (Figura 52). Este parâsito a pesar de su frecuencia, 
no hemos encontrado que produzca daflos graves en el olivar 
puesto, de acuerdo con Arambourg (1975) pertenece al grupo de 
importancia econômica media o localizada.
- Phloeotribus scarabeoides (Figura 53), aunque
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Figura 51. Las très generaclones de Prays oleae. En las flores: 
generaclôn antôfaga. En el fruto: generaclôn carpôfaga. En las
hojas: generaclôn filôfaga.
Figura 52. Brotes de olivo atacados por Buphylura olivina.
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perteneclente tanblén, junto con el anterior, al grupo de 
importancia media o localizada, hemos observado que en la zona 
estudiada ha producido importantes daâos ocasionales, como 
consecuencia del aüaandono, sin quemar o retirar, de los restos 
de las podas. A este parâsito nos lo hemos podido encontrar en 
algunas ocasiones en perforaciones practicadas por él en los 
tubérculos inducidos por P. syringae pv. savastanoi.
- Dacus oleae, el ûnico de estos paràsitos que hemos 
encontrado, en base a la literatura y a nuestras propias 
observaciones, que tiene relaciôn con la tuberculosis del 
olivo. Ampliamente extendido por la RaAa de la Mascura, donde 
présenta varias generaciones anuales. Segûn describimos en 
Materiales y Métodos, a partir de los très estadios del parâsito 
hemos podido aislar y visualizar a P. syringae pv. savastanoi 
asi como a las Enterobacterlaceae tumorales.
Figura 53. Phloeotribus scarabeoides en ramas abandonadas 
procedentes de la poda del olivo.
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2.1. Obtenclôn de cultivoe.
Los cultlvos eran obtenidos a partir de las fuentes ya 
descrltas;
- A partir del insecto adulto, anestesiado y puesto en 
plaças con los medios de aislamiento, obteniamos la "siembra" de 
las bacterias que portadia (Figura 54).
Figura 54. "Siembra" realizada por Dacus oleae sobre Medio B de 
King.
Las bacterias obtenidas, resembradas en cultivo puro a 
partir de colonies aisladas, fueron identificadas en base a sus 
caracteristicas bloquimlcas y a las reacciones de aglutinaciôn 
como Pseudomonas syringae pv. savastanoi y las dos cepas de 
Enterobacterlaceae màs caracteristicas de la flora tumoral, 
las pigmentadas de amarillo y las apigmentadas.
De las très bacterias aisladas, las Enterobacterlaceae
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amarillas eran las prédominantes, apareciendo sôlas en algunos 
de los cultivos.
- A partir de las gléndulas salivales de las larvas 
sembrando en los medios de aislamiento, conseguiamos similares 
resultados que en el caso anterior.
- A partir de las pupas, puestas en condiciones de
esterilidad en las plaças, se producia la salida del insecto
adulto, dando los mismos resultados que en primer caso.
2.2. Observaciones mlcroscépicas.
Las observaciones microscôpicas de la presencia de P. 
syringae pv. savastamol en el interior de Dacus oleae se hiceron 
empleando los anticuerpos Anti-Psl marcados con fluoresceina.
Las gléndulas salivales de las larvas eran sometidas a 
aplastamiento entre porta y cubre y tefiidas con los anticuerpos 
fluorescentes. Las imàgenes obtenidas quedan reflejadas en la
Figura 55.
Figura 55. Bacterias, marcadas con anticuerpos fluorescentes, 
procedentes de gléndulas salivales de larvas de Dacus oleae.
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Las pupas, cortadas con mlcrotomo de congelaciôn, 
tamblén eran tefiidas con anticuerpos fluorescentes, observéndose 
la apariciôn de bacterias fluorescentes.
3. POSIBLE TRANSMISION DE LA TUBERCULOSIS DEL OLIVO EN LA
RECOLECCION.
3.1. Obtenclôn de cultivos y observaciones microscôpicas.
Segûn los métodos descritos en III.2.6., tomamos 
muestras a partir de gotas de rocio en las hojas durante la 
recolecciôn y muestras de las varas antes y después de iniciarse 
la recolecciôn. Los cultivos obtenidos a partir de gotas de
rocio resultaron todos positivos, hasta el punto de qué, en
algunos casos, conseguimos pràcticamente, el mismo resultado 
que si se tratase de una siembra tipica de tumor, es decir un
cultivo mixto de P. syringae pv. savastanoi y sus
Enterobacterlaceae habituales (Figura 56).
Los cultivos realizados a partir de las varas que no 
habian iniciado la recolecciôn resultaron todos negatives en 
cuanto a la flora buscada, aunque, por supuesto, presentaban una 
flora mixta.
Los cultivos procedentes de varas en recolecciôn 
resultaron la mayoria de ellos positivos, conteniendo tanto P. 
syringae pv. savastanoi como las Enterobacterlaceae 
acompaûantes. Ademâs varias de las muestras suspendidas en 
tampôn PBS, que fueron tefiidas con anticuerpos fluorescentes, 
resultaron positivas, como vemos en la Figura 57.
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Figura 56. Siembra realizada a partir de gotas de rocio 
présentes en el olivo despositadas sobre plaças de Agar 
Nutritive. En ellas se observan P. syringae pv. savastanaoi, 
Enterobacterlaceae amarillas y mohos.
Figura 57. Tinciôn con anticuerpos fluorescentes de una muestra 
procédante de las varas empleadas en la recolecciôn.
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3.2. Observaciones de campo
Comparzmdo la situaciôn de la enfermedad que se 
encuentra en olivares cultivados y olivares no cultivados, hemos 
podido constater claramente que el cultivo favorece el 
desarrollo y extensiôn de la tuberculosis del olivo.
En los olivares no cultivados, los tumores aparecen 
secos en su gran mayoria y raramente se encuentran tumores 
recientes en desarrollo. La epidermis de las ramas se encuentra 
màs lignificada y es frecuente encontrar sobre ella liquenes que 
contribuyen a su deterioro (Figura 58).
Figura 58. Aspecto tipico de las ramas de un olivo procedente de 
un olivar no cultivado.
Por el contrario, en los olivares cultivados, el 
normal arado, poda, abonado y estercolado, hace que las plantas 
tengan un crecimiento muy activo, afectando dicho crecimiento y
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vigor, no sôlo a los tejidos normales, sino también a los 
tejidos patôlogicos. Si a esto afiadimos los daAos e 
"inoculaciôn" que se puede llegar a producir con el vareo, nos 
encontraremos la realidad de la afirmaciôn con que iniciabamos 
este apartado.
4. VARIACIONES ESTACIONALSS DE LA FLORA EPZFITICA DEL OLIVO.
4.1. Recuento de los microorganismos totales.
Los recuentos de los microorganismos totales hechos a 
lo largo de los cuatro ultimos aAos en la RaAa de la Mascura nos 
han dado los resultados que se esquematizan en las Figuras 59, 
60, 61, 62, 63 y 64.
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Figura 59. Recuento de la flora epifltica de la variedad 
Comicabra infectada de tuberculosis. Afio 1985.
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Figura 60. Recuento de la flora epifitica de la variedad
Cornicabra
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Figura 61. Recuento de la flora epifitica de la variedad
Comicabra infectada de tuberculosis. Afio 1987.
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Figura 62. Recuento de la flora epifitica de la variedad 
Comicabra infectada de tuberculosis. Aflo 1988.
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Figura 63. Recuento de la flora epifitica de la variedad 
Comicabra sana. Aflo 1988.
"o
200
E F M A 
I 1 MO sn Romos
i
M J A S 0 N 
B  MO sn Hojas
Figura 64. Recuento de la flora epifitica de la variedad 
Manzanilla. Afio 1988.
4.2. Recuento de F. syringae.
Los recuentos de P. syringae présente como epiflta
sobre los olivos de la Rafia de la Mascura se esquematizan en las
Figuras 65, 66, 67, 68, 69 y 70.
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Figura 65. Recuento de P. syringae sobre la variedad Comicabra 
Infectada de tuberculosis. Afio 1985.
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Figura 66. Recuento de P. syringae sobre la variedad Cornicabra
infectada de tuberculosis. Aflo 1986. 
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Figura 67. Recuento de P. syringae sobre la variedad Cornicabra 
infectada de tuberculosis. Afio 1987.
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Figura 68. Recuento de P. syringae sobre la variedad Cornicabra 
infectada de tuberculosis. Aflo 1988.
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Figura 69. Recuento de P. syringae sobre la variedad Cornicabra 
gana. Afio 1988.
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Figura 70. Recuento P. syringae sobre la variedad Manzanilla. 
Afio 1988.
5. AMATOHIA, HISTOLOGIA Y CITOLOGIA DE LOS TUMORES INDUCIDOS 
ESPONTANEA O EZPERIMENTALMENTE POR P. SYRINGAE PV. SAVASTANOI.
5.1. Observaciones a nivel nacroscépico.
En las plantas afectadas naturalmente de tuberculosis 
(Olea europaea, Nerium oleander, Fraxinus excelsior y Rétama 
sphaerocarpa), el ataque principal se produce en las rainas 
jôvenes. En todos los casos, en las primeras etapas del 
desarrollo del tumor, este es del mismo color que la rama 
afectada, aunque de tacto màs blando y esponjoso. En la Figura 
71 vemos que los dos tumores de olivo de la derecha estàn en 
sus primeros estadios, al igual que sucede en la Figura 72 con 
los tumores de rétama.
En corte, a nivel macroscôpico, en todas las plantas 
afectadas nos encontramos situaciones similares; la masa tumoral 
se encuentra rodeando a auténticos canales y colonies 
bacterianas (Figura 73).
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Figura 71. Tumores en Olea europaea. Los dos de la derecha son 
recientes y el de la izqulerda esté comenzando a llgniflcarse.
Figura 72. Tumores inducidos en Rétama sphaerocarpa por P. 
syringae pv. savastanoi.
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Figura 73. Tumores de Olea europaea (arriba) y Rétama
sphaerocarpa (abajo), en les que se observa la localizaciôn de 
las bacterias.
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En estas figuras vemos cono las localizaclones en las 
que se encuentran las bacterias tienen un aspecto jabonoso y que 
hay zonas en las qnie el canal de infecciôn se encuentra 
comunicado con el exterior. Segûn nuestras observaciones, esta 
comunicaciôn con el exterior se establece cuando la 
proliferaciôn de las bacterias es extraordinaria, comparable a 
la c{ue se puede obtener en el laboratorio en condiciones 
idéales de incubaciôn. Esto ocurre en dos ocasiones al afio; 
durante las tardias Iluvias primaverales y con las primeras 
Iluvias otoüales. En ambos casos, al dia sigulente de 
desencadenarse las precipitaciones, puede verse como en la 
superficie de los tumores frescos comienzan a aparecer 
auténticas colonias bacterianas, slmilares a las que se forman 
en un medio de cultivo sélido (Figura 74). A partir de estas
* 1#
Figura 74. Formacidn de colonias bacterianas en la superficie 
del tumor al aumentar la humedad relativa del aire.
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colonias se podia sembrar en los medios de cultivo habituales y 
obtener las bacterias asociadas a los tumores y tanto P. 
syringae pv. savastanoi como las Bnterobacteriaceae blancas y 
amarillas. Este fenômeno, si duran las Iluvias, se mantiene 
durante unos dos dias, terminando cuando las bacterias son 
completamente lavadas y arrastradas por las precipitaciones. 
También hemos podido observer cpie no es aübsolutamente necesaria 
la Iluvia para que se desencadenen estos hechos, porqtie algunos 
ados las precipitaciones otoûales se retrasan, siendo precedidas 
por intenses nieblas. En estas condiciones de abundante humedad 
atmosférica y temperatures favorables, ocurre también la
apariciôn de colonias bacterianas, aunque de forma menos 
generalizada que en el caso de Iluvias.
A medida que evolucionan los tumores, estos se van 
lignificando, oscureciéndose el color hasta llegar a hacerse 
negro, del mismo tono que la corteza del tronco o las ramas
viejas (Figura 71, tumor de la izquierda). Simultâneamente, el
contenido bacteriano va disminuyendo hasta llegar a
encontrarnos tumores completamente lignificados y estériles. 
Las ramas afectadas por estos tumores pierden vigor o pueden 
secarse completamente.
Las ho]as, en el ollvo, suelen verse màs raramente 
afectadas, y cuando esto ocurre, los tumores son de menor 
desarrollo pero con las mlsmas caracteristicas morfolôgicas que 
los que se dan en las ramas (Figura 75). Por el contrario en 
adelfa, las ho]as resultan afectadas por la enfermedad con 
idéntica frecuencia que las ramas . Las formaciones tumorales
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Figura 75. Tumores en hojas de olivo. Abajo, en corte.
que adquieren mâs desarrollo en las hojas de adelfa son las que 
afectan al nervio central (Figura 76), aunque en el resto de la 
anatomia de la hoja se produce una mayor abundancia de
formaciones hiperplâsicas. En fresno nunca hemos encontrado
tumores en hojas, siendo los màs frecuentes los que se producen 
en el peciolo al caerse las hojas (Figura 77). Este mismo 
fenômeno aparece también como màs frecuente en rétama.
En el fruto nunca hemos encontrado desarrollo,
tumorales en ninguna de las plantas estudiadas, a pesar de las
citas dadas por Pasinetti (1953). Unicamente nos hemos 
encontrado formaciones hiperplâsicas en el pedünculo de olivo 
que llegan a impedir el desarrollo del fruto. (Figura 78)
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Figura 76. Tumor en el nervio central de hoja de Nerium 
oleander.
Figura 77. Tumores en Fraxinus excelsior.
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Figura 78. Tumores en el pedünculo de Olea europaea.
Tanpoco hemos podido demostrar nunca la apariciôn de 
los tuberculos metastàsicos descritos por Smith (1908, 1920), ni 
en los tumores naturales ni en los expérimentales de las plantas 
afectadas. En las inoculaciones expérimentales realizadas como 
pruebas de patogeneidad todos los tumores obtenidos se formaban 
slempre en el lugar de la inoculaciôn y nunca hemos podido 
observer la dispersiôn secundaria de la bacteria. El ünico caso 
de dispersiôn metastàsica lo hemos encontrado en Lycopersicum 
esculentum, al ser inoculada artificialmente, ya que no es una 
planta afectada por la enfermedad en condiciones naturales 
(Figura 43).
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5.2. Observaciones microscôpicas.
5.2.1.Histologie de tumores de rama de olivo.
En primer lugar hemos estudiado la anatomia normal de
la rama de olivo, para poder comparer la situaciôn de estos
tejidos con la que aparece en las condiciones patolôgicas de
formaciôn de tubérculos, Hemos comparado, a nivel histolôgico,
las dos varledades de olivo tratadas en este trabajo (Cornicabra 
y Manzanilla), por si encontrâsemos diferencias a nivel de 
superficie que nos explicasen la distinta sensibilidad ante la 
enfermedad. No encontrarnos ninguna diferencia histolôgica entre 
las dos varledades.
La histologie de una rama normal de olivo consta de los 
siguientes tejidos, esquematizados en la Figura 79. Del exterior 
al interior nos encontrarnos;
- Una capa de sûber que substituye a la epidermis.
- El felôgeno o cambium suberigeno, meristemo laterial
secundarlo, formado por una o mâs series de células alargadas en 
sentido tangencial.
- Un parénquima cortical constituido por dos tipos de
células, siendo las mâs internas de forma ovoide ricas en
citoplasma y en cloroplastos.
- Un anlllo mecânico de esclerénquima que rodea al cilindro 
vascular.
- El cilindro vascular, con la estructura tipica de floema, 
hacia el exterior, el cambium, intermedio, y el xilema, hacia el 
interior.
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SUBER
FELOGENO
PARENQUIMA CORTICAL 
ESCLERENQUIMA
XILEMA
PARENQUIMA MEDULAR
Figura 79. Histologia de un tallo de olivo. Tinciôn: Safranina- 
Verde de Metilo. X 100.
- El parénquima medular constituido por células mas grandes 
cuanto mas hacia el Interior, conteniendo granos de almidôn y 
cristales qué, segûn Metcalfe y Chalk (1972), deben ser de 
oxalato. La estructura de estas células parenquimàticas es 
mostrada con mâs detalle en la Figura 80 para que podamos 
compararlas con las que constituyen la parte mâs importante, 
de s de el punto de vista cuantitativo, de la masa tumoral.
Una vez conocida la estructura de la planta sema, 
pasamos a ver los resultados obtenidos de la observaciôn de 
tumores naturales.
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Figura 80. Estructura de las células del parénquima medular de 
tallo de olivo. Tinciôn: Safranina-Verde de Metilo. X 1000.
En los primeros estadios del desarrollo del tumor la
reproducciôn hiperplâsica afecta, sobre todo, a las células
parenquimàticas, que constituyen la gran masa. Estas células 
pueden ser del parénquima medular, cuando la lesion por la que 
ha penetrado la bacteria es profunda, o del parénquima cortical, 
cuando la lesion ha sido superficial (Figura 83). Entre esta 
masa de parénquima aparecen otros tipos celulares 
desorganizados, como células de esclerénquima (Figura 81) y 
masas de colénquima lagunar (Figura 82).
El segundo tejido afectado es el sûber superficial que
aumenta de volumen y da al tumor su tipico aspecto de 
superficie. (Figura 83)
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Figura 81. Células pétreas de esclerénquima incluidas entre 
células parenquimàticas en la masa del tumor. Tinciôn; 
Safranina-Verde de Metilo. X 1000.
Figura 82. Células de colénquima lagunar partenecientes a un 
tumor de rama de ollvo. Tinciôn: Safranina-Verde de Metilo. 
X 1000.
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Cuando mâs evoluclonado esté el tumor aparecen 
frecuentemente Islotes vasculares constituldos por traqueldas 
punteadas de xilema, dispuestas de forma aproximadamente 
concéntrica alrededor de un nûcleo central y rodeadas de un 
anillo cambial que produce hacia el exterior un estrato de 
floema. (Figura 84)
Figura 83. Estructura de un tumor reciente y superficial en una 
rama de olivo. Tinciôn: Safranina-Verde de Metilo. X 100.
Incluido en la masa tumoral y dispuesto de forma 
irregular se encuentra el canal de infecciôn, rodeado de células 
necrôticas y rotas. Este es el ûnico punto en el que se détecta 
a las bacterias, siempre con localizaciôn extracelular como lo 
desmuestran, tanto las observaciones con microscopia de campo 
claro, como la inmunofluorescencia. Haciendo preparaciones con 
microtomo de congelaciôn de la zona correspondiente al canal de
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Figura 84. Islotes vasculares formados en el interior de la masa 
de células parenquimàticas en un tumor de hoja de olivo. 
Tinciôn: Safranina-Verde de Metilo. X 400.
Figura 85. Masa de bacterias del canal de infecciôn tefiidas con 
anticuerpos fluorescentes. X 1000.
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infecciôn y tiâendo con anticuerpos Anti-Ps 1 marcados con 
fluoresceina, las imàgenes observadas con microscopio de 
fluorescencia nos confirman que éste es el ûnico sitio en el que 
se encuentra el agente etiolôgico. (Figura 85)
A nivel de microscopia electrônica, hicimos 
preparaciones para la observaciôn de las caracteristicas 
morfolôgicas de las células que constituyen la gran masa del 
tumor y, por otro lado, cortes en la zona correspondiente al 
canal de infecciôn.
En el primer caso nos encontrarnos estructuras de 
células tipicas sin ninguna anormalidad destacable, como las que 
se observan en la Figura 86. Por un lado células parenquimàticas 
con granos de almidôn y cristales de oxalato, muy parecidas a 
las del parénquima medular mostradas en la Figura 80, pero con 
irregularidad morfolôgica, como se aprecia también en la Figura 
81. Por otro lado, masas de colénquima lagunar como las ya 
descritas a microscopia ôptica en la Figura 82, con una gran 
vacuola central y gruesas paredes celulôsicas.
En el segundo caso, en los cortes obtenidos en la parte 
del canal de infecciôn, hemos podido volver a confirmer la 
localizaciôn siempre extracelular de las bacterias. En algunas 
imàgenes nos hemos encontrado microorganismos dentro de células, 
pero siempre se trataba de células rotas que rodean al canal de 
infecciôn. En las células aûn no destruidas se puede ver la 
degeneraciôn de las paredes celulares, apareciendo estas màs 
finas (Figura 87)
Figura 86. Células pertenecientes a la masa tumoral. Arriba: 
Célula parenquimética (Z 6080). Abajo: Célula de colénquima
(X 7267).
/ -y
Figura 87. Arriba: Bacterias en las paredes del canal de
infecciôn (X 6384). Abajo: Bacterias en el interior del canal de 
infecciôn (X 30.400)
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5.2.2. Histologia de tumores de hoja de olivo.
La anatomia normal . del limbo ya ha sido descrita 
basicamente en I.1.1.3.3.
La situaciôn patolôgica se asemeja enormemente a la que
acabamos de ver para los tumores de ramas.
La gran masa del tumor esté formada por la
proliferaciôn del parénquima dentro del cual aparecen elementos 
conductores desorganizados (Figura 84, 88 y 39). En ésta ultima 
podemos ver como sobre el haz vascular de la hoja, con su 
tipica forma de media luna propia de las Oleaceae, aparece una 
masa de lignificaciôn que ha captado la tinciôn con
floroglucina. Esta masa densa es la que rodea al canal de
infecciôn, como veremos que aparece en los cortes obtenidos
seriadamente. (Figuras 91 y 92)
Sobre esta masa lignificada aparecen elementos del 
xilema con disposiclôn radial hacia la superficie.
El parénquima en empalizada que, en condiciones
normales, tiene una estructura y dimensiones celulares
perfectamente regulares, sufre un alargamiento celular en la
zona en que se aproxima al tumor.( Figuras 90 y 91)
Finalmente, el exterior se encuentra recubierto también
por una gruesa felodermis.
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Figura 88. Corte de tumor de hoja de ollvo. 
Floroglucina clorhldrlca. X 100.
Tinciôn;
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Figura 89. Comienzo de la apariciôn de elementos conductores en 
la masa parenquimâtica de tumor de hoja de olivo. Tinciôn: 
Safranina-Verde de Metilo. X 1000.
Figura 90. Alargamiento de las células del parénquima en 
empalizada en un tumor de hoja de olivo. Tinciôn: Safranina- 
Verde de Metilo. X 400.
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Figura 91. Zona de células destruidas correspondiente al canal 
de infecciôn. Tinciôn Safranina-Verde de Metilo. X 100.
Figura 92. La masa central m&s densa se corresponde con uno de 
los inicios de un canal de infecciôn. Tinciôn Safranina-Verde de 
Metilo. X 100.
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5.2.3. Histologia de los tumores de Rétama sphaerocarpa.
En primer lugar describimos la anatomia normal de un 
tallo sano de rétama.
El tallo en corte tiene un perfil con morfologia de 
rueda dentada. Del exterior al interior nos encontrarnos las 
siguientes estructuras;
- La epidermis.
- Un parénquima cortical que tiene continuidad con el 
parénquima medular, debido a la irradiacion de este hacia el 
exterior.
- Masas de esclerénquima en cada uno de los salientes 
descritos del perfil.
- Los haces vasculares discontinues con disposiciôn radial.
Figura 93. Histologia del tallo sano de Rétama sphaerocarpa
Tinciôn; Floroglucina clorhldrica. X 100.
Figura 94. Estructura de un tumor en Rétama sphaerocarpa. 
Tinciôn: Floroglucina clorhldrica. Derecha: Vista general. X 40. 
Izquierda: Detalle de la zona encuadrada. X 100.
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La histologia tumoral en Rétama sphaerocarpa que vemos 
resumida en la Figura 94, también es muy similar a los dos casos 
que acabamos de describir.
Vemos que la gran masa tumoral esté constituida por el 
parénquima, entre el cual nos encontrarnos elementos conductores 
desorganizados. (Figuras 94, 95 y 96)
Figura 95. Elementos vasculares incluidos en la masa 
parenquimâtica de un tumor de rétama. Tinciôn: Safranina-Verde
de Metilo. X 400.
También se puede observer la pérdida de la estructura 
radial ordenada de los elementos conductores, apareciendo estos 
con una estructura irregular y mas désarroilados hacia la masa 
tumoral.
Hay que destacar el hecho de que los elementos del 
xilema desorganizados que se forman entre el parénquima, se 
encuentran reforzados por esclerénquima y rodeados de un cambium
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Figura 96. Elementos vasculares en corte transversal, incluidos 
en el parénquima de tumor de rétama. Tinciôn: Safranina-Verde de 
Metilo. Arriba: X 100. Abajo: X 400.
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que produce floema hac£a el exterior. Esta circunstancia puede 
ser apreciada en el corte transversal de una de estas 
estructuras en la Figura 96.
Hacia el exterior, al igual que aparece en los tumores 
de olivo, se forma una gruesa felodermis. (Figura 97)
Figura 97. Felodermis extema en tumor de rétama. Tinciôn; 
Safranina-Verde de Metilo. Z 400.
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6. PRODUCCION DE AIA.
6.1. Método de Gordon y Weber (1951)
Tras hacer las gràflcas patrôn descritas en III. 2.9.1. 
estudlanos la producclôn de AIA por las slete cepas de 
Pseudomonas seleccionadas (Psi, Ps2, Ps3,Ps4, PsR, PsA y PsF) y 
dos Enterobacteriaceae, las plgnentadas (Ea) y no pigmentadas 
(Eb) .
Todas estas bacterias fueron sembradas, en las 
condiciones citadas en III. 2.9.1., en baâo de agitaciôn a 25° 
C en oscuridad, en cada uno de los siguientes medios de cultivo: 
caldo Nutritivo, Caldo de Patata y Glucosa (Difco), Caldo de 
Patata y Glucosa (Natural), Medio de Glucosa y Peptona y Medio 
de Glucosa y Triptona. A las 24, 48, 72 y 96 horas tomâbamos
muestras de 1 ml., de cada uno de los 40 matraces, que eran 
centrifugadas. A 0.5 ml. de cada muestra se adadia 1 ml. del 
reactivo (Fe CI3 0.5 M al 2% v/v en H CL 0^ 3 5%), leyendo a los 
30 minutos la reacciôn coloreada en espectrofotômetro a una 
longitud de onda de 525 nm. Comparando cada absorbancia con la 
obtenida en la correspondiente gràfica patrôn podiamos calcular 
la concentraciôh de AIA en cada caso.
Los resultados obtenidos se esquematizan en las 
gréficas que vienen a continuaciôn.
- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps 1):
Se resume en las Figuras 98 y 99.
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Figura 98, Produce 16n de AIA per ?s 1 en caldo Nutritive y 
Caldo de Patata y Glucosa (Difco y Natural)
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t < d i a;
G Iucosa y P a o t o n  a ♦  6 Iucosa y T r i p t o n a
Figura 99. Producciôn de AIA por Ps 1 en Medio de Glucosa y
Peptona y Medio de Glucosa y Triptona.
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- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savaatanol (Ps 2):
(Figuras 100 y lOl.)
10
■ C .Mut r 1 1 i vc
Pat ata y 3 1 u c o s a  M
P a t a t a  y G l u c o s a  D
Figura 100. Producciôn de AIA por Ps 2 en Caldo Nutritivo y 
Caldo de Patata y Glucosa (Difco y Natural).
10
■ G l u c o s a  y P e p t o n a G 1u c o s a  y Tri p t o n a
Figura 101. Producciôn de AIA por Ps 2 en Medio de Glucosa y
Peptona y Medio de Glucosa y Triptona.
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- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps 3):
( Figuras 102 y 103.)
■ C.Mutrlti'JO ♦  P â t â t â  y GI u c o s â  D
P atata y GI u c o s a  N
Figura 102. Producciôn de AIA por Ps 3 en Caldo Nutritivo y 
caldo de Patata y Glucosa (Difco y Natural).
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■ G I u c o s a  y P e p t o n a  ♦  G Iucosa y Tri p t o n a
Figura 103. Producciôn de AIA por Ps 3 en Medio de Glucosa y
Peptona y Medio de Glucosa y Triptona.
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- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps 4)
(Figuras 104 y 105.)
10
■ C.Mutr i t i vo  ♦  P a t a t a  y G l u c o î a  D
P a t a t a  y GI u c o s a  M
Figura 104. Producciôn de AIA por Ps 4 en Caldo Nutritivo y 
Caldo de Patata y Glucosa (Difco y Natural).
10
■ G I u c o s a  y P a o t o n a G Iucosa y Tri c t o n a
Figura 105. Producciôn de AIA por Ps 4 en Medio de Glucosa y
Peptona y Medio de Glucosa y Triptona.
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- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps R)
(Figuras 106 y 107.)
* c.t-ii^-- 
o Pata-za
♦  P at at a y GI ucos- a D
ucc-aa N
Figura 106. Producciôn de AIA por Ps R en Caldo Nutritivo y 
Caldo de Patata y Glucosa (Difco y Natural).
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G I ijcc i 3 y P é o t o n a G Iucosa y Tr iptona
Figura 107. Producciôn de AIA por Ps R en Medio de Glucosa y
Peptona y Medio de Glucosa y Triptona.
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- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps A)
(Figuras 108 y 109.)
-o
t < d I a:
■ C . M u t  r i 1 1 ' 'o ♦  P a t a t a  y G I u c o s a  0
P a t a t a  y G I ucos.a H
Figura 108. Producciôn de AIA por Ps A en Caldo Nutritivo y 
Caldo de Patata y Glucosa (Difco y Natural).
10
t < d  I
G Iucosa y P e p t o n a G Iucosa y Tri p t o n a
Figura 109. Producciôn de AIA por Ps A en Medio de Glucosa y
Peptona y Medio de Glucosa y Triptona.
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- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps F)
(Figuras 110 y 111.)
4
l
• C. riutr I t i '.'o
F a t  ata y  G I u c o î -:
it at a y G i uc o a  a D
Figura 110. Producciôn de AIA por Ps F en Caldo Nutritivo y 
Caldo de Patata y Glucosa (Difco y Natural).
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t d i as )
G l u c o s a  y F e o t o n a Iucosa y T r i p t o n a
Figura 111. producciôn de AIA por Ps F en Medio de Glucosa y
Peptona y Medio de Glucosa y Triptona.
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Nlnguna de las dos Bnterobacterlaceae investigadas 
produjeron AIA en ninguno de los medlos de cultivo.
Vemos que de todos los medlos de cultivo investigados, 
el ünico que destaca especialmente sobre los demas es el que 
hemos modifieado, el Medio de Glucosa y Triptona. El Medio de 
Glucosa y Peptona (Medio B de Cornai y Kosuge. 1981) no destaca 
especialmente sobre los demas, a pesar de haber sido elegido por 
sus autores como ideal para la producciôn de AIA.
6.2. Croaatografia liquida (HPLC).
Segün los aétodos descritos en III. 2.9.2., vamos a ver 
los resultados obtenidos en los mismos medlos de cultivo, 
utilizados en el apartado anterior, empleando las siguientes 
cepas de P. syringae pv. savastamoi: Ps 1, Ps 2, Ps 3, Ps 4, Ps 
A, Ps R, Ps F e IF-3026.
El numéro de cromatogramas ha sido en total de 320, 
contando sôlo los bàsicos de determinaciôn de concentraciones 
de AIA, producidas por las ocho cepas de P. syringae pv. 
savastanoi, en los cinco medios de cultivo, a lo largo de ocho 
dias de determinaciones. A estos hay que aftadir los 
cromatogramas patron que hay que efectuar cada dia empleando 
cada medio de cultivo con concentraciones variables de AIA, 
repitiendo très veces el cromatograma de cada concentraciôn 
para, en caso de que baya ligeras modificaciones, elaborar una 
media, y los cromatogramas de los inôculos en Caldo Nutritivo, 
elaborados para poder determinar si la concentraciôn de AIA 
detectada en las primeras horas se debia a la diluciôn normal de 
dicho inôculo.
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Por tanto, el nûaero de cromatogramas se elevaria a màs 
de 500. Loglcamente, muchas veces hay que modlflcar los 
programas de algunas muestras, porque las varlaclones de 
temperature, las pequefias modlflcaclones al preparar la fase 
môvll (en concentraciôn, en pH...), las concentraciones de AIA 
en cada muestra, la composleiôn del medio de cultivo, etc. 
hacen que puedan modificarse en centésimas de minuto los 
tiempos de retenciôn de algunos constituyentes de la muestra.
Debido a estas razones, en primer lugar haremos un 
resumen de todos los cromatogramas, poniendo sôlo ejemplos de
las très primeras cepas en los diferentes medios de cultivo, y,
en segundo lugar iremos indicando las modlflcaclones que hemos 
hecho en el programs del integrador. En los restantes casos sôlo 
indicaremos las varlaclones de concentraciôn de AIA que hemos 
detectado por este método. Las condiciones de cada cromatograma 
seràn siempre las siguientes;
. Inyecciôn de muestra : 20 /x.1.
. Columns Spherisorb S5-0DS 1.
. Fase môvil; Metanol -a. acético 1% (De 40:60 a 50:50)
. Flujo: de 1 a 1.5 ml/min.
. Detector: \  = 280 nm.
Los resultados obtenidos se esquematizan en las 
siguientes grâficas, acompafiados de algunos cromatogramas de 
cada bacteria en los diferentes medios de cultivo.
- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Psi).
En Caldo Nutritivo. (Figura 112.)
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Figura 112. Producciôn de AIA por Psi en Caldo Nutritivo.
Vemos que en este medio de cultivo el AIA comienza a detectarse 
a las 18 h. de incubaciôn como se ve en el primer cromatograma 
(Figura 113.)
TT = 0.01 TF = " I I TV = 1
TT = 0.002 TF = "AT TV = 4096
TT = 5.01 TF = "AZ TV = 1
TT = 5.02 TF = ,"AT TV = 64
TT = 5 .03 TF = " I I TV = 0
TT = 7 TF "ER TV 1
S min
Figura 113. Cromatograma de cultivo (18 horas) de Psi en caldo 
Nutritivo.
En Caldo de Patata y Glucosa (Difco) (Figura 114.)
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Figura 114. Producciôn de AIA por Psl en Caldo de Patata y 
Glucosa (Difco).
En la Figura 115. vemos un cromatograma tipo.
TT = 0.01 TF = "AZ TV = 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 5.5 TF = "AZ TV = 1
TT = 5.51 TF = "AT TV = 64
TT = 5.52 TF = "II TV = 0
TT = 6.5 TF = "AT TV = 4096
T T = 6.51 TF = "II TV = 1
T T = 8 TF "ER TV 1
Figura 115. cromatograma de cultivo (64 horas) de Psl en Caldo
de Patata y Glucosa (Difco).
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En Caldo de Patata y Glucosa (Natural) (Figura 116.)
1 C'00,
Figura 116. Producciôn de AIA por Psl en Caldo de Patata y 
Glucosa (Natural).
En la Figura 117 vemos un cromatograma representativo 
de este cultivo.
TT = 0.01 TF "AZ TV = 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 5. 10 TF = "AZ TV = 1
TT = 5.11 TF = "AT TV = 64
TT = 5.12 TF = "II TV = 0
TT = 6.25 TF = "AT TV = 4096
TT = 6.26 TF = "II TV = 1
TT 8 TF "ER TV = 1
Figura 117. cromatograma de cultivo (64 horas) de Psl en Caldo 
de Patata y Glucosa (Natural).
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En Medio de Glucosa y Peptona. (Figura 118.)
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Figura 118. Producciôn de AIA por Psl en Medio de Glucosa y 
Peptona.
En este medio, como vemos en la Figura 119 es necesario 
cambiar la atenuaciôn del pico de AIA a 128 en el cultivo de 114 
horas.
TT 0.01 TF "AZ TV = 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4.98 TF = "AZ TV = 1
TT = 4.99 TF = "AT TV = 128
TT = 5 TF = "II TV = 0
TT = 5.98 TF = "AT TV = 4096
TT = 5.99 TF = "II TV = 1
TT 8 TF "ER TV 1
Figura 119. Cromatograma de cultivo (114 horas)
de Psl en Medio de Glucosa y Peptona.
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En Medio de Glucosa y Triptona (Figura 120.)
t hü r j.
Figura 120. Producciôn de AIA por Psl en Medio de Glucosa y 
Triptona.
En este medio, al ser superior la producciôn de AIA, 
cambiamos la atenuaciôn a 128 a las 96 horas (Figura 121).
TT = 0.01 TF "AZ TV 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4.75 TF = "AZ TV = 1
TT = 4.76 TF = "AT TV = 128
TT = 4.77 TF = "II TV = 1
TT = 6 TF = "AT TV = 4096
TT = 6.01 TF = "II TV = 1
TT 8 TF "ER TV 1
Figura 121. Cromatograma de cultivo (96 horas)
de Psl en Medio de Glucosa y Triptona. o
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- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps2)
En Caldo Nutritivo. (Figura 122.)
Figura 122. Producciôn de AIA por Ps2 en Caldo Nutritivo.
En este medio de cultivo, aunque la producciôn final de 
A IA  no llega a ser tan nota±ile como en el Medio de Glucosa y 
Triptona, es suficientemente répida en los primeros momentos (de 
1 a 3 dias ) para que podamos emplearlo, por su mayor sencillez, 
en el anàlisis cualitativo de la producciôn de A IA .  Es decir, 
puede substituir a las pruebas de patogeneidad por inoculaciôn a 
la planta sensible. Por ejemplo, en la Figura 123 vemos en el 
cromatograma realizado a las 41 horas como el pico del A IA  es ya 
bastante notable.
TT = 0.01 TF = "II TV = 1 3
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 5.01 TF = "AZ TV = 1
TT = 5.02 TF = "AT TV = 64
TT = 5.03 TF = "II TV = 0
TT = 7 TF = "ER TV = 1
Figura 123. Cromatograma de cultivo (41 horas)
de Ps2 en Caldo Nutritivo.
J j
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En Caldo de Patata y Glucosa (Difco). (Figura 124)
hi:
Figura 124. Producciôn de AIA por Ps2 en Caldo de Patata y 
Glucosa (Difco).
En este medio de cultivo la producciôn de AIA comienza 
màs tardiamente, en ningün caso se détecta a las 18 horas, 
debiendo incubar al menos 2 dias (Figura 125) para revelar una 
pequefla concentraciôn.
TT 0.01 TF "AT TV = 4096
TT = 0.02 TF = "II TV = 1'
TT = 5 TF = "AT TV = 64
TT = 5.01 TF = "AZ TV = 1
TT = 5.02 TF = "II TV = 0
TT = 6.20 TF = "II TV = 1
TT = 6.21 TF = "AT TV = 4096
TT 12 TF "ER TV 1
Figura 125. cromatograma de cultivo (41 horas) de Ps2 en Caldo
de Patata y Glucosa (Difco).
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Bn Caldo de Patata y Glucosa (Natural). (Figura 126
- - «-----------------
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Figura 126. Producciôn de AIA por Ps2 en Caldo de Patata y 
Glucosa Natural.
Al contrario que en el Medio de Difco, en este, salvo 
en un caso, se détecta ya la producciôn de AIA a las 18 horas 
(Figura 127).
TT = 0.01 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.02 TF = "II TV = 1
TT = 5.25 TF = "AZ TV = 1
TT = 5.26 TF = "II TV = 0
TT = 5.27 TF = "AT TV = 64
TT = 6 TF = "AT TV = 4096
TT = 6.01 TF = "II TV = 1
TT 11 TF = "ER TV = 1
Figura 127. Cromatograma de cultivo (18 horas) de Ps2 en Caldo
de Patata y Glucosa Natural.
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En Medio de Glucosa y Peptona. (Figura 128)
F i g u r a  1 2 8 .  P r o d u c c i ô n  d e  A I A  p o r  P s 2  e n  M e d i o  d e  G l u c o s a  y  
P e p t o n a .
C o m o  e n  e l  c a s o  d e  P s l ,  c u a n d o  l a  p r o d u c c i ô n  d e  A I A  e s  
y a  m u y  e l e v a d a  ( F i g u r a  1 2 9 )  h a y  q u e  c a m b i a r  l a  a t e n u a c i ô n  d e l  
p i c o  c o r r e s p o n d i e n t e  a  1 2 8 .
TT 0.01 TF = "AZ TV = 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4.98 TF = "AZ TV = 1
TT = 4.99 TF = "AT TV = 128
TT = 5 TF = "II TV = 0
TT = 5.98 TF = "AT TV = 4096
TT = 5.99 TF = "II TV = 1
TT 8 TF - "ER TV = 1
Figura 129. Cromatograma de cultivo (121 horas)
de Ps2 en Medio de Glucosa y Peptona. 0 s
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En Medio de Glucosa y Triptona. (Figura 130)
Figura 130. Producciôn de AIA por Ps2 en Medio de Glucosa y 
Triptona.
En este caso, desde las 64 horas (Figura 131) hay que 
cambiar la atenuaciôn a 256, y a las 121 horas a 512.
TT 0.01 TF = "AZ TV 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4.8 TF = "AZ TV = 1
TT = 4.81 TF = "AT TV = 256
TT = 4.82 TF = "II TV = 0
TT = 5.98 TF = "AT TV = 4096
TT = 5.99 TF = "II TV = 1
TT 8 TF = "ER TV 1
mm
Figura 131. Cromatograma de cultivo (64 horas) de Ps2 en Medio
de Glucosa y Triptona.
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Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps3)
En Caldo Nutritivo. (Figura 132)
1
Figura 132. Producciôn de AIA por Ps3 en Caldo Nutritivo.
En este medio de cultivo, a pesar de alcanzarse un 
nivel en el que en otros hay que aumentar la atenuaciôn a 128 6 
256, no es necesario hacer tal cosa, puesto que al ser los picos 
màs anchos (Figura 133) no llegan a superar en altura al papel 
del integrador.
TT = 0.01 TF "AT TV 4096
TT = 0.02 TF = "II TV = 1
TT = 5.5 TF = "AZ TV = 1
TT = 5.51 TF = "II TV = 0
TT = 5.52 TF = "AT TV = 64
TT 8 TF = "ER TV = 1
Figura 133. Cromatograma de cultivo (114 horas)
de Ps3 en Caldo Nutritivo.
0 s
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En Caldo de Patata y Glucosa (Difco). (Figura 134).
Figura 134. Producciôn de AIA por Ps3 en Caldo de Patata y 
Glucosa (Difco).
Aûn siendo la producciôn de AIA en este medio inferior
al anterior, los picos son màs estrechos y altos, por lo que
aumentamos la atenuaciôn a 128 a las 145 horas. (Figura 135)
<
<
TT = 0.01 TF = "AZ TV = 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4.3 TF = "AZ TV = 1
TT = 4.81 TF = "AT TV = 128
TT = 4.82 TF = "II TV = 0
TT = 6.25 TF = "AT TV = 4096
TT = 6.26 TF = "II TV = 1
TT = 8 TF = "ER TV = 1
Figura 135. Cromatograma de cultivo (145 horas)
de Ps3 en Caldo de Patata y Glucosa (Difco). o
251
En Caldo de Patata y Glucosa (Natural). (Figura 136)
Figura 136. Producciôn de AIA por Ps3 en Caldo de Patata y 
Glucosa (Natural).
En la Figura 137 podemos ver un cromatograma tipo de este 
cultivo.
TT 0.01 TF "AZ TV 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4.8 TF = "AZ TV = 1
TT = 4.81 TF = "AT TV = 128
TT = 4 . 82 TF = "II TV = 0
TT = 6.25 TF = "AT TV = 4096
TT = 6.26 TF = "II TV = 1
TT = 8 TF "ER TV = 1
Figura 137. Cromatograma de cultivo (145 horas)
de Ps3 en Caldo de Patata y Glucosa (Natural).
5 min
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En Medio de Glucosa y Peptona. (Figura 138)
2000 _ 
ITSü - 
1500 - 
1250 - 
1000 - 
750 - 
500 -
100 
t ho r â:
Figura 138. Producciôn de AIA por Ps3 en Medio de Glucosa y 
Peptona.
En este cultivo, a las 18 horas, aunque la producciôn 
de AIA no es la màs elevada (170 ng/ml.) , la altura que alcanza 
el pico correspondiente a la Figura 139 hace que el Medio de 
Glucosa y Peptona pueda ser ideal para la detecciôn del producto 
en los primeros momentos.
TT = 0.01 TF "AZ TV = 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4.49 TF = "AZ TV = 1
TT = 4.5 TF = "AT TV = 64
TT = 4.51 TF = "II TV = 0
TT = 6.20 TF = "II TV = 1
TT = 6.21 TF = "AT TV = 4096
TT 11 TF "ER TV = 1
Figura 139. Cromatograma de cultivo (18 horas ) de Ps3 en Medio
de Glucosa y Peptona.
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En Medio de Glucosa y Triptona. (Figura 140)
7000
L 0 0  
Ir ho r â:
Figura 140. Producciôn de AIA por Ps3 en Medio de Glucosa y 
Triptona.
Como en todos los casos descritos, en este medio de 
cultivo hay que ir aumentando continuamente la atenuaciôn hasta 
512 (Figura 141) debido a la elevada concentraciôn de AIA 
obtenida.
TT - 0.01 TF "AZ TV = 1
TT = 0.02 TF = "AT TV = 4096
TT = 0.03 TF = "II TV = 1
TT = 4.8 TF = "AZ TV = 1
TT = 4.81 TF = "AT TV = 512
TT = 4.82 TF = "II TV = 0
TT = 5.98 TF = "AT TV = 4096
TT = 5.99 TF = "II TV = 1
T T 8 T F = "BR TV 1
Figura 141. cromatograma de cultivo (145 horas)
de Ps3 en Medio de Glucosa y Triptona.
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- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (Ps4)
En Caldo Nutritivo. (Figura 142)
240(3
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Figura 142. Producciôn de AIA por Ps4 en Caldo Nutritivo.
En Caldo de Patata y Glucosa (Difco). (Figura 143)
Figura 143. Producciôn de AIA por Ps4 en Caldo de Patata y
Glucosa (Difco).
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En Caldo de Patata y Glucosa (Natural). (Figura 144)
2400
2160
1920
1 660
a 1 440
iji 1200
c 960
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0
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Figura 144. Producciôn de AIA por Ps4 en Caldo de Patata y 
Glucosa (Natural).
En Medio de Glucosa y Peptona. (Figura 145)
2400 
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Figura 145. Producciôn de AIA por Ps4 en Medio de Glucosa y
Peptona.
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Bn Medio de Glucosa y Triptona. (Figura 146)
Figura 146. Producciôn de AIA por Ps4 en Medio de Glucosa y 
Triptona.
-Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (IF 3026).
En Caldo Nutritivo (Figura 147).
2000
1Ü0U
1600
14yu
1200
Figura 147. Producciôn de AIA por IF 3026 en Caldo Nutritivo.
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En Caldo de Patata y Glucosa (Dlfco) (Figura 148)
2400 
2160 - 
1920 - 
16#0 - 
1440 - 
1200 - 
960 -
480 - 
240 -
100 
t'. r ai
Figura 148. Producciôn de AIA por IF 3026 en Caldo de Patata y 
Glucosa (Difco).
En Caldo de Patata y Glucosa (Natural)(Figura 149).
400
200
100
100 
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Figura 149. Producciôn de AIA por IF 3026 en Caldo de Patata y
Glucosa (Natural).
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Bn Medio de Glucosa y Peptona. (Figura 150)
2200
I 1
440
Figura 150. Producciôn de AIA en Medio de Glucosa y Peptona. 
En Medio de Glucosa y Triptona. (Figura 151).
4000
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Figura 151. Producciôn de AIA por IF 3026 en Medio de Glucosa y
Triptona.
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■Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (PsR)
En Caldo Nutritivo (Figura 152).
Lo0Ü
1600
1200
1000
^00 -
Figura 152. Producciôn de AIA por PsR en Caldo Nutritivo. 
En Caldo de Patata y Glucosa (Difco). (Figura 153)
1540
Figura 153. Producciôn de AIA por PsR en Caldo de Patata y
Glucosa (Difco).
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En Caldo de Patata y Glucosa (Natural) (Figura 154)
4 y 1-1
a y y
i tiuy
1200
Figura 154. Producciôn de AIA por PsR en Caldo de Patata y 
Glucosa (Natural).
En Medio de Glucosa y Peptona (Figura 155).
1500 - 
1200 - 
900 - 
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Figura 155. Producciôn de AIA por PsR en Medio de Glucosa y
Peptona.
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En Medio de Glucosa y Triptona (Figura 156)
300111
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Figura 156. Producciôn de AIA por PsR en Medio de Glucosa y 
Triptona.
- Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (PsA)
En Caldo Nutritivo (Figura 157)
1 oo
t ' ho rai
Figura 157. Producciôn de AIA por PsA en Caldo Nutritivo.
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En Caldo de Patata y Glucosa (Dlfco) (Figura 158)
500 - 
400 - 
500 -
Figura 158. Producciôn de AIA por PsA en Caldo de Patata y 
Glucosa (Difco).
En Caldo de Patata y Glucosa (Natural) (Figura 159)
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Figura 159. Producciôn de AIA por PsA en Caldo de Patata y
Glucosa (Natural).
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En Medio de Glucosa y Peptona (Figura 160)
Figura 160. Producciôn de AIA por PsA en Medio de Glucosa y 
Peptona.
En Medio de Glucosa y Triptona (Figura 161).
Figura 161. Producciôn de AIA por PsA en Medio de Glucosa y
Triptona.
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-Producciôn de AIA por P. syringae pv. savastanoi (PsF)
En Caldo Nutritivo (Figura 162).
15013 p .  
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Figura 162. Producciôn de AIA por PsF en Caldo Nutritivo, 
En Caldo de Patata y Glucosa (Difco) (Figura 163).
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Figura 163. Producciôn de AIA por PsF en Caldo de Patata y
Glucosa (Difco).
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En Caldo de Patata y Glucosa (Natural) (Figura 164)
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Figura 164. Producciôn de AIA por PsF en caldo de Patata y 
Glucosa (Natural),
En Medio de Glucosa y Peptona (Figura 165).
1200
1 0 O Ü
2 4 0
Figura 165. Producciôn de AIA por PsF en Medio de Glucosa y
Peptona.
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En Medio de Glucosa y Triptona (Figura 166)
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Figura 166. Producciôn de AIA por PsF en Medio de Glucosa y 
Triptona.
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7. PRODUCCION DB SIRINGOMICINA.
7.1. Anéllsls cualltatlvo.
En primer lugar hemos analizado la producciôn de
fitotoxinas por las ocho cepas estudiadas (Ps 1, Ps 2,’ps 3, Ps 
4, IF-3026, Ps R, Ps A y Ps F). Segûn el método de Gross y De 
Vay (1976, 1977, 1985) descrito en III. 2.10.1., controlando en 
cada paso la actividad biolôgica trente a Geotrichum candidum 
por los distintos métodos descritos en dicho apartado.
Ya en el primer paso, en el cultivo, estableciamos un 
control para saber si habia o no f itotoxina. Para ello 
sembrâbamos Geotrichum candidum en plaças de Agar Mueller
Hinton, medio que asegura una mejor difusiôn de la toxina, y 
sobre dicha siembra depositabamos 20 yil de cada cultivo 
previamente centrifugado y filtrado, incubando a 25° C. Este
mismo método fué el empleado en el estudio de la variabilidad de
P. syringae pv. savastanoi (IV.1.3.), en el que afirmabamos que
todas las cepas estudiadas tenian como caracter en comûn la
producciôn de Siringomicina (Figura 167)
El extracto acetônico centrifugado y previo a la
concetraciôn era sometido a control por HPLC. En este paso ya
podiamos saber si la fitotoxina producida era la misma por el
tiempo de retenciôn obtenido en el cromatograma. (Figura 169).
Una vez concentrado en rotavapor el extracto acetônico, 
volviamos a controlar la actividad antibiôtica sobre G. 
candidum. este control lo realized)amos por cualquiera de los 
métodos descritos, por ejemplo, mediante discos con 25jt.1 del 
extracto desecado. (Figura 168)
268
' î
Figura 167. Pruebas de actividad de cepas de P. syringae pv. 
savastanoi cultivadas en Caldo de Patata y Glucosa (Natural) 
sobre G. candidum en Agar Mueller Hinton. En la plaça superior 
derecha hay un control en el que se ha depositado el medio de 
cultivo estéril.
Figura 168. Pruebas de actividad con 25 de extracto
acetônico desecado sobre G. candidum
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Fase aôvil: Metanol-agua (85:15) 
Inyecclôn: 10 ^ 1 de muestra dllulda 
en 10yul de fase nôvll. 
Columna: Spherlsorb S5-OOS 2 
Flujo: 0.5 ml/nin.
Detector uv: \  = 2 54 nm.
Registro: 20 cm/h.
K> IS min
Figura 169. Cromatograma de un extracto acetônico de un cultivo
de cuatro dias de Ps 1 en Caldo de Patata y Glucosa (Difco).
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Cada uno de los extractos butanollcos y sus
correspondlentes fases acuosas eran de nuevo controladas y
comparadas las pérdidas de actividad, puesto que en este paso es
uno de los que comienzan a darse (Figura 170).
Una vez mezclados y concentrados los tres extractos 
butanolicos eran ajustados a 4 ml. en HCl pH 3. A partir de esta 
soluciôn en a. clorhldrico determinabamos el numéro de unidades 
de actividad de SR segûn el método de Sinden et al. (1971), 
sometiendo el extracto a doce dilueiones doble progrèsivas, 
tomando 10 yUl de cada diluciôn que eran depositados sobre G. 
candidum sembrando en césped en la superficie de plaças de Agar 
Glucosado con Patata. La diluciôn que inhibia completamente el
crecimiento de G. candidum en el érea de aplicaciôn de los 10yUi
era considerada como una unidad de SR. De esta forma haciamos el 
câlculo del numéro de unidades que teniamos en el extracto 
clorhldrico (Figura 171). En esta Figura vemos como la diluciôn 
1/1024 es la critica (compartimente inferior derecho), la que 
inhibe el crecimiento en el punto de aplicaciôn, mientras que 
la siguiente (1/2048) produce sôlo una inhibiciôn parcial 
(compartimente superior al citado).
El extracto clorhldrico era purificado empleando 
columnas de carboximetilcelulosa (CM - 52) o de fosfocelulosa 
(P - 11) en las condiciones descritas en III.2.10.1., recogiendo 
fracciones, probando su actividad antibiôtica sobre G. candidum 
y cromatografiando las fracciones positivas en las condiciones 
que definimos en III.2.10.2.
Tras la purificaciôn final en columna de Sephadex
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Figura 170. Prueba de actividad antibiôtica de la primera 
extracciôn con butanol (arriba) y su correspondiente fase 
acuosa (abajo) de un cultivo de PsF en Caldo de Patata y 
Glucosa (Difco).
Figura 171. Determinaciôn de la cantidad de unidades de SR 
segûn el método de Sinden et al.
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G-15, de nuevo probibamos la actividad antibiôtica y 
cromatografiabamos las fracciones positivas para estar seguros 
de que habia eluido sôlo un pico en el cromatograma.
En las ocho cepas de P. syringae pv. savastanoi 
obteniamos el mismo producto, con la misma actividad biolôgica, 
por lo que podiamos afirmar que se trataba, en todos los casos, 
de la misma fitotoxina. Aunque no encontramos diferencia a nivel 
cualitativo, si las hemos encontrado a nivel cuantitativo, como 
veremos màs adelante.
7.2. Estudio del rendimiento en el proceso de purificaciôn 
de Siringomicina.
Este estudio lo realizamos empleando el método de 
Sinden et al. (1971) para determinar el numéro de unidades de 
actividad de SR que ibamos obteniendo en cada paso, y poder 
establecer las diferencias cuantitativas entre las distintas 
cepas en el paso màs favorable.
Como ejemplo, estudiamos las pérdidas de actividad de 
la cepa Ps 1 cultivada en Caldo de Patata y Glucosa (Natural):
Fracciôn Unidades SR Rendimiento %
soluciôn acetona-HCl 256.000 100
Extracto butanôlico 204.800 80
Fase acuosa 51.200 20
Columna CM - 52 153.600 60
Columna Sephadex G - 1 5  128.000 50
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El hecho de que nos salgan unos valores tan exactos en 
los numéros de unidades de SR y en los rendimientos hay que 
buscarlo en el método de las diluciones de Sinden et al. (1971) 
y considerando el volumen de cada fracciôn.
La primera fracciôn, con un volumen de 500 ml. (250 de 
cultivo y 250 de acetona - HCl), nos daba un resultado de 
512 unidades de SR/ml.
El extracto butanôlico, con 200 ml. de volumen, nos 
daba 1024 unidades de SR/ml.
En el paso de la columna CM - 52, recogimos très 
fracciones de 50 ml. , las de pH 2.2, 2.3 (con la maxima
actividad) y 2.4, que reunidas y ensayadas nos proporcionaban 
también 1024 unidades /ml.
En la columna de Sephadex G - 1 5  colectamos 250 ml. con 
una actividad de 512 unidades /ml.
Quedaba claro que para comparar cuantitativamente la 
producciôn de fitotoxina no se podia realizar completamente toda 
la purificaciôn, puesto que las pérdidas en rendimiento podian 
variar, sobre todo de una columna a otra, aûn siendo del mismo 
relleno. Por tanto, a la hora de la comparaciôn, nos decidimos 
por la primera fracciôn de cada cultivo.
7.3. Anàlisis cuantitativo.
Teniendo en cuenta las limitaciones del método de 
Sinden et al. (1971) para valorar la cantidad de fitotoxina, 
los resultados expuestos a continuaciôn deben ser juzgados como 
una simple comparaciôn y no como determinaciones exactes.
Todas las cepas de P. syringae pv. savastanoi
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procedentes de Olea europaea (Ps 1, Ps 2, Ps 3, Ps 4 e IF 3026) 
nos proporclonaron los mlsmos resultados en los diferentes 
medlos de cultivo, como vemos en los grificos que mostramos a 
continuaciôn.
- Producciôn de SR por P. syringae pv. savastanoi (Cepas 
procedentes de Olea europaea).
En Caldo Nutritivo (Figura 172).
Figura 172. Producciôn de SR en Caldo Nutritivo por P. syringae 
pv. savastanoi procédante de olivo.
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Bn Caldo de Patata y Glucosa (Difco) (Figura 173)
t < d I a:
Figura 173. Producciôn de SR en Caldo de Patata y Glucosa 
(Difco) por P. syringae pv. savastanoi procédante de olivo.
En Caldo de Patata y Glucosa (Natural) (Figura 174).
1 1013
3^0
440
Figura 174. Producciôn de SR en caldo de Patata y Glucosa
(Natural) por P. syringae pv. savastanoi procédante de olivo
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En Medio de Glucosa y Peptona (Figura 175)
44M -
Figura 175. Producciôn de SR en Medio de Glucosa y Peptona por 
P. syringae pv. savastanoi procedente de olivo.
En Medio de Glucosa y Triptona (Figura 176).
Figura 176. Producciôn de SR en Medio de Glucosa y Triptona por 
P. syringae pv. savastanoi procedente de olivo.
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•Producciôn de SR por P. syringae pv. savastanoi (PsR)
En Caldo Nutritivo (Figura 177).
Figura 177. Producciôn de SR por PsR en Caldo Nutritivo. 
En Caldo de Patata y Glucosa (Difco) (Figura 178).
440 - 
ZZâ  - 
220 -
Figura 178. Producciôn de SR por PsR en Caldo de Patata y
Glucosa (Difco).
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En Caldo de Patata y Glucosa (Natural) (Figura 179)
L 100
Figura 179. Producciôn de SR por PsR en caldo de Patata y 
Glucosa (Natural).
En Medio de Glucosa y Peptona (Figura 180).
1 100
Figura 180. Producciôn de SR por PsR en Medio de Glucosa y
Peptona.
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En Medio de Glucosa y Triptona (Figura 181)
l oVü
i 630
1050 -
Figura 181. Producciôn de SR por PsR en Medio de Glucosa y 
Triptona.
- Producciôn de SR por P. syringae pv. savastanoi (PsA).
En caldo Nutritivo (Figura 182).
Figura 182. Producciôn de SR por PsA en Caldo Nutritivo
280
En caldo de Patata y Glucosa (Dlfco) (Figura 183)
1 100
Figura 183. Producciôn de SR por PsA en Caldo de Patata y 
Glucosa (Dlfco).
En Caldo de Patata y Glucosa (Natural) (Figura 184).
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Figura 184. Producciôn de SR por PsA en Caldo de Patata y
Glucosa (Natural).
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En Medio de Glucosa y Peptona (Figura 185)
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Figura 185. Producciôn de SR por PsA en Medio de Glucosa y 
Peptona.
En Medio de Glucosa y Triptona (Figura 186).
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Figura 186. Producciôn de SR por PsA en Medio de Glucosa y
Triptona.
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- Producciôn de SR por P. syrlngae pv. savastanoi (PsF)
En Caldo Nutritivo (Figura 137).
t ( d i 3:
Figura 187. Producciôn de SR por PsF en Caldo Nutritivo. 
En Caldo de Patata y Glucosa (Difco) (Figura 188).
Figura 188. Producciôn de SR por PsF en Caldo de Patata y
Glucosa (Difco).
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En Caldo de Patata y Glucosa (Natural) (Figura 189)
J1 tn-1
1 yyy
lüStI
y 4 H
Figura 189. Producciôn de SR por PsF en Caldo de Patata y 
Glucosa Natural.
En Medio de Glucosa y Peptona (Figura 190).
2100
1 o'yy
1=) jy -
Figura 190. Producciôn de SR por PsF en Medio de Glucosa y
Peptona.
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En Medio de Glucosa y Triptona (Figura 191).
4200
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840 -
Figura 191 
Triptona.
Producciôn de SR por PsF en Medio de Glucosa y
Como primeras deducciones acerca de la producciôn de 
fitotoxina, podemos decir que entre todos los medios de cultivo, 
destaca especialmente el Medio de Glucosa y Triptona como el que 
dà un mayor rendimiento. En cuanto a las cepas de P. syrlngae 
pv. savastanoi, destaca la procédante Fraxinus excelsior (Ps F) 
como productora de mayor cantidad de fitotoxina, asi como en la 
màs râpida producciôn.
7.4. Producciôn de fitotoxina en los tejidos infectados.
Con el método ya descrito en III.10.2.1. llegamos al 
aislamiento de SR a partir de tumores inducidos por P. syrlngae 
pv. savastanoi en Olea europaea, Fraxinus excelsior, Neriua 
oleander y Rétama sphaerocarpa. En todos los casos los 
resultados fueron positives, aunque no se hizo ninguna
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valoraclôn cuantltatlva.
Las pruebas de actlvldad las reallzamos no solo con G. 
candlduB, sino tamhlén frente a Candida albicans, B. coli y 
Staphylococcus aureus, dando en todos los casos resultado 
positivo, lo que venla a corroborer el anplio espectro de 
actividad de la fitotoxina. En la Figura 192 podemos ver la 
actividad antibiôtica de la Siringomicina obtenida de tumores 
de las cuatro plantas citadas. En la fotografla superior 
izquierda vemos las acciones de la fitotoxina procédante de 
tumores de Olea europaea (A) y la de Neriua oleander (B) sobre 
G. candiduB en Agar Mueller Hinton. En la fotografla superior 
derecha vemos las acciones de las mismas fitotoxinas sobre 
Candida albicans en Agar Mueller Hinton, siendo en este caso el 
halo de inhibiciôn inferior. En la fotografla inferior 
izc[uierda vemos las acciones de las fitotoxinas (A de Olea 
europaea, B de Neriua oleander, C de Fraxinus excelsior y D de 
Retaaa sphaerocarpa) sobre E. coli en Agar Mueller Hinton. Y en 
la fotografla inferior derecha, tenemos las acciones de las 
mismas fitotoxinas sobre Staphylococcus aureus en el mismo 
medio de cultivo. Los halos de inhibiciôn frente a las dos 
bacterias son superirores a los obtenidos frente a las dos 
levaduras.
La liberaciôn de fitotoxina en los tejidos infectados 
contribuirla a la necrosis que se produce en los alrededores 
del canal de infecciôn, e irla facilitando la extensiôn de la 
colonia bacteriana.
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Figura 192. Actividad antibiôtica de las Siringomicina obtenida 
de tumores de Olea europaea, Nerlum oleander, Fraxinus 
excelsior, y Rétama sphaerocarpa, sobre 6. candldum, Candida 
albicans, B. coll y Staphylococcus aureus.
V. DISCUSION
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V. DISCUSION.
1. SOBRE LA FLORA BACTERIANA PRESENTE EN LOS TUMORES.
Como hemos demostrado en IV. 1., a pesar de que P.
syrlngae pv. savastanoi es el agente etiolôgico de la
tuberculosis del olivo, este microorganismo raramente aparece 
s61o en las formaciones tumorales (solo de un 5 a un 10% de los 
casos, segùn nuestros resultados). En el resto de los tumores, 
junto con P. syringae pv. savastanoi, aparecen otros 
microorganismos que hemos podido clasificar como 
Enterobacteriaceae.
Situaciones similares nos hemos encontrado en las otras 
plantas afectadas de forma natural por P. syringae pv, 
savastanoi (Nerium oleander, Fraxinus excelsior y Rétama 
sphaerocarpa).
Por las pruebas de patogeneidad realizadas por 
inoculaciôn en la planta correspondiente y la posterior 
recuperaciôn en cultivo del microorganismo inoculado, hemos 
podido comprobar que, en la naturaleza, la incorporaciôn de las
Enterobacteriaceae a los tumores se efectua a posteriori.
También hemos podido constater que no es necesaria la 
presencia de Enterobacteriaceae para el desarrollo del tumor, 
puesto que se encuentran tumores en los que no se detect an 
dichas bacterias y porque ellas por si solas no inducen ninguna 
formaciôn tumoral en ninguna de las plantas probadas, ni las 
qpie infecta naturalmente P. syrlngae pv. savastanoi, ni las que 
hemos utilizado en condiciones de laboratorio (Phaseolus
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vulgaris y Lycopersicua esculentua). En estas ultimas plantas, 
cuando haciamos la inoculaciôn con P. syringae pv. savastanoi y, 
al cabo de cierto tiempo, una vez desarrollado el tumor, 
tratabamos de recuperar la flora tumoral, nos encontrabamos 
exclusivamente P. syringae pv. savastanoi y nunca las 
Enterobacteriaceae. Como estas inoculaciones las haciamos en 
condiciones de ladaoratorlo, logicamente las plantas no eran 
colonizadas por la misma flora epifita que aparece normalmente 
en la naturaleza, entre las que estarian las Enterobacteriaceae 
adaptadas a colonizar el tej ido tumoral.
Podia pensarse en la existencia de algûn tipo de
simbiosis entre P. syringae pv. savastanoi y las
Enterobacteriaceae, puesto que ambas bacterias aparecen juntas 
en varias circunstancias:
- En la flora tumoral.
- Como epifitas en las plantas infectadas por P. syringae 
pv. savastanoi.
- En la flora de los diversos estados de Dacus oleae.
No obstante, no hemos encontrado ninguna prueba de que 
dicha asociaciôn exista ya que ambas bacterias crecen 
perfectamente tanto en medios artificiales como en la
naturaleza, ya sea juntas o por separado.
Por tanto podiamos concluir que, màs que algûn tipo de
simbiosis, el hecho de que aparezcan juntos estos
microorganismos se debe a que comparten el mismo habitat y
estàn adaptados a colonizar las mismas plantas.
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2. LA VARIABILIDAO DE P. SYRINGAE PV. SAVASTANOI.
Desde los primeros tiempos de la historla de la 
enfernedad (Smith 1920) se sabia ya que esta ocurria, ademàs de 
en Olea europaea, en Fraxinus excelsior y en Nerium oleander. 
No obstante, a pesar de repetidas inoculaciones, no conseguian 
reproducir la enfermedad en una planta con bacterias 
procédantes de otra. Por ello, a pesar de las caracteristicas 
en comûn que tenian todos los microorganismos, les dieron 
nombres diferentes. Asi tenemos la denominaciôn de Pseudomonas 
tonelliana dada por Ferraris (1926) a la bacteria que produce la 
enfermedad en Nerium oleander. Desde entonces, a medida que se 
ha ido profundizando en el conocimiento de estos 
microorganismos, ha habido una tendencia a la unificaciôn de la 
nomenclatura que culminé en el "Bergey's Manual" (8% Ediciôn. 
1974) con la ûnica denominaciôn de Pseudomonas syringae. Con la 
salida del nuevo "Bergey's Manual" (1984) y siguiendo las 
recomendaciones de Dye et al. (1980), se reconocen 41 variedades 
patolôgicas, quedando finalmente là que estamos estudiando como 
P. syringae pv. savastanoi, independientemente de que se trate
de patôgena de Olea europaea, Nerium oleander, o Fraxinus
excelsior. Debido a esto, todavia surgen autores, como el caso 
de Janse ( 1981 a, 1981 b, 1982), que propone una nueva
nomenclatura para estos microorganismos. El nombre nuevo que 
propone Janse es Pseudomonas syringae subsp. savastanoi para la 
cepa tipo ATCC 13522 (= NCPPB 639), haciendo la divisiôn de 
variedades patolôgicas de la siguiente manera: pv. oleae para la 
que causa la enfermedad en Olea europaea, pv. nerii (de Nerium
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oleander) y pv. fraxlnl (de Fraxinus excelsior).
Nosotros, al igual que Janse nos basamos en las 
caracteristicas bioquimicas, serolôgicas y patolôgicas, por ello 
se puede decir que llegamos a conclusiones similares.
Entre todas las bacterias estudiadas, consideradas 
actualmente P. syringae pv. savastanoi por el "Bergey's Manual" 
(1984), incluyendo el nuevo aislamiento procedente de Rétama 
sphaerocarpa, nos encontramos una analogia del 81.25% de los 
caractères estudiados. Si hacemos apartados entre los 
microorganismos segun la planta de la que ban sido aislados nos 
encontramos los resultados que exponemos en los siguientes 
puntos.
2.1. Variabilidad de cepas de P. syringae pv. savastanoi 
procédantes de Olea europaea.
Entre todas las bacterias obtenidas de Olea europaea, 
incluyendo O. europaea var sylvestris, procédantes de las 
diferentes localizaciones geogràficas estudiadas, nos 
encontramos un % de analogia del 85.93. Si consideramos 
solamente este grupo de cepas, entre ellas nos encontramos 
diferencias menores segün donde hayan sido obtenidas y mucho 
menores si proceden del mismo lugar. Asi entre la mayoria de 
las cepas de olivo de la Rafia de la Mascura y la IF 3026, 
procedente de Benidorm, nos encontramos una analogia del 92.18%. 
Si comparamos entre si todas las cepas procédantes de la 
comarca de Navahermosa, tanto si proceden de tumores, como de 
Dacus oleae, de acebuche u obtenidas de la flora epifitica, 
obtenemos unas analogias del 96.87%. Las diferencias que se dan
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entre las bacterias de esta zona estàn a nivel de la 
asiailaciôn de unas pocas fuentes de carbono, como arabinosa, 
caprato y citrato, y del patron de sensibilidad -resistencia a 
Suifadiazina (SD) y a la asociaciôn Suifametoxazol-Trimetoprim 
(SXT). En el caso de estos antibiôticos nos hemos encontrado 
algûn resultado anômalo, como la existenica de cepas sensibles a 
SD y résistantes a SXT. Es raro que un microorganismo sensible a 
las suifamidas no sea sensible también a la asociaciôn de una 
suifamida con Trimetoprim. Es probable que las enzimas 
implicadas en la sintesis del àcido fôlico sean sensibles a las 
sulfamidas y el hecho de la resistencia a SXT se explique por la 
existencia de una barrera de permeabilidad hacia el 
Suifametoxazol o hacia ambos componentes de la asociaciôn. Este 
resultado, por su rareza, lo hemos revisado varias veces, no 
sôlo en la misma cepa que lo daba, sino que lo hemos vuelto a 
comprobar repetidamente en cepas procédantes de Fraxinus 
excelsior y Nerium oleander. (Figura 193).
En cuanto a la resistencia a los /)-lactàmidos, podemos 
decir que es general, puesto que todas las cepas estudiadas la 
cumplen. La ûnica excepciôn séria la primera cepa de P. 
syringae pv. savastanoi aislada para este trabajo, a la que 
hemos denominado Ps 1. Cuando hicimos los primeros estudios de 
las caracteristicas de este microorganismo, era resistente a 
estos antibiôticos , sin embargo, hoy dia, al cabo de diez aflos 
de permanencia en el laboratorio, hemos podido comprobar la 
pérdida de la resistencia. (Figura 194).
Esta nueva sensibilidad puede ser interpretada como la
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Figura 193. Arriba: P. syringae procedente de olivo sensible a 
SD y a SXT. Abajo: Cepa procedente de fresno sensible a SD y 
resistente a SXT.
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Figura 194. P. syrlngae pv. savastanoi (Ps 1) sensible a AM y CR
consecuencia de la pérdida de un plâsmido.
Cuando exponiamos en IV.1.3. el cuadro de la 
variabilidad de p. syringae, especificâbamos aquellas cepas que 
habian s ido obtenidas en Medio D4 ya que las pocas bacterias
que crecian en este medio no parecian ser un bajo % de las
présentes en cada tumor, sino que sôlo crecian las procédantes
de determinados tumores. Este hecho podia parecer, a primera
vista un caracter sometido a variaciôn y que podia estar ligado 
a otras caracteristicas fenotipicas. Tras el estudio de los 
resultados podemos decir que no hemos encontrado ninguna 
relaciôn entre el crecimiento en Medio D4 y cualquier otra 
caracteristica fenotipica.
En cuanto a la comparaciôn que podemos hacer entre las 
cepas de P. syringae pv. savastanoi de olivo pero procedentes de
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diverses localizaciones geogràficas, podemos decir que también 
existen diferencias, pricipalmente a nivel de asimilaciôn de 
fuentes de carbono. Asi nos encontramos que mientras que las 
cepas procedentes de la Raüa de la Mascura no asimilan manitol, 
sorbitol y manosa, las obtenidas en Villaviciosa de Odôn, 
Méntrida y Monteprincipe se comportan al contrario. Lo mismo 
podemos decir de la asimilaciôn de sacarosa, positiva para las 
cepas de la Raâa de la Mascura, Rio Cedena, Méntrida y 
Monteprincipe, y negative para las de Benidorm y Villaviciosa de 
odôn.
El patrôn de resistencia-sensibilidad ante SD y SXT es 
uniforme en todas las cepas de las distintas localizaciones 
(Sensibles a SD y résistantes a sxT), a excepciôn de las de la 
Rafla de la Mascura, como ya hemos comentado.
2.2. Variabilidad de cepas de P. syringae pv. savastanoi
procedentes de otras plantas.
Comparando las cepas de P. syringae pv. savastanoi
procedentes de Olea europaea con las de Nerium oleander, y si 
atenderaos sôlo al caracter asboluto del signo positivo o 
negative, no encontraremos màs diferencias que las que se puedan 
detectar entre todas las cepas de olivo. Asi, la analogia entre 
la mayoria de las cepas de la Rafla de la Mascura y las cepas de 
adelfa de Arturo Soria es de un 92.18%, la misma que
detectabamos entre todas las cepas de olivo de distintas 
comarcas. La diferencia entre las cepas de olivo y las de 
adelfa la podemos constater cuando controlamos el tiempo en el
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que han transcurrido las reacciones efectuadas. Por ejemplo, 
cuando en las cepas de olivo ARA, CAP y CIT dan reacciôn 
positiva, lo hacen a las 72 horas, a excepciôn de IF 3026 que da 
positiva a las 48 horas, mientras que en las cepas de adelfa 
estas reacciones son ya notables a las 48 horas y algunas como
el CIT es visible ya a las 24 horas (Figura 195).
Fuera de todas las pruebas de laboratorio efectuadas, 
esté claro que la principal diferencia entre las cepas de olivo 
y adelfa es la especificidad por el huesped.
Comparando las cepas de adelfa procedentes de distintas 
zonas de la provincia de Madrid nos encontramos que tienen en 
comûn el 93.75% de los caractères probados, estando las 
variaciones a nivel de asimilaciôn de fuentes de carbono y de
sensibilidad-resistencia a SD y SXT, como en el caso de las
cepas obtenidas de olivo.
Cuando descubrimos por vez primera los tumores en 
Rétama sphaerocarpa, las plantas afectadas se encontraban en la 
zona del Rio Cedena en la que abunda Olea europaea var. 
sylvelstris, por lo que pensamos que la enfermedad del acebuche 
habla podido ser transmltida a la rétama por acciôn de algûn 
vector. Ya en los primeros alslamientos que hicimos nos dimos 
cuenta que habla diferencias en los caractères de cultivo en 
los Medios B de King y Agar Nutritivo, siendo su crecimiento 
menor, con colonies màs pequeflas, màs lento (Figuras 44 y 45).
En el anàlisis de la variabilidad nos hemos encontrado 
una analogia del 92.18% entre las cepas de rétama y las de 
acebuche del Rio Cedena, y del 90.62 entre las cepas de rétama y
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Figura 195. Pruebas API 20 NE, 48 horas de incubaciôn. Arriba: 
Cepa procedente de adelfa, destacando CAP y CIT positives. 
Abajo: cepas de olivo destacando las mismas pruebas aun
negativas.
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las de olivo de la Rafla de la Mascura.
Entre las cepas de rétama de diverses localizaciones 
geogràficas détectâmes también pequeflas diferencias, pero sôlo 
a nivel de asimilaciôn de fuentes de carbono.
Con las cepas procedentes de Fraxinus excelsior 
descubrimos situaciones parecidas a las descritas, siendo la 
analogia entre estas y las de olivo de la Rafla de la Mascura de 
un 89.06%. Estas cepas también muestran diferencias en sus 
caractères culturales, creciendo mas rapidamente en todos los 
medios de cultivo habltuales (Figuras 44 y 45), y son fàcilmente 
diferenciables de las de olivo, rétama o adelfa por su ràpida y 
Clara reacciôn positiva de hidrôlisis de la esculina y la 
gelatina (Figura 196).
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Figura 196. Pruebas API 20 NE de Ps F, destacando las reacciones 
positivas de los compartImentos ESC y GEL.
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Entre las cepas procedentes de fresno no hemos 
encontrado variabilidad, lo cual es lôgico si tenemos en cuenta 
que los ùnicos ejemplares de Fraxinus excelsior infectados que 
hemos encontrado estaban todos en una pequeAa extensiôn en la 
cuenca del Rio Cedena.
3. VARIABILIDAD DE LAS ENTEROBACTERIACEAE PRESENTES EN LA FLORA
TUMORAL.
En primer lugar aclararemos el porqué de la 
denominaciôn de Enterobacteriaceae y no Agrobacterium como era 
su ultima denominaciôn. Sirviéndonos como base todas las 
caracteristicas estudiadas y dirigiéndonos al "Bergey's Manual" 
(1984), nos encontramos el genero Agrobacterium, dentro de la 
familia Rhizobiaceae, definido como "no productor de nôdulos en 
plantas leguminosas pero la mayoria de las especies producen 
otro tipo de hipertrofias (incontroladas e indiferenciadas) en 
rauchas plantas" (Jordan 1984). Una vez en el género 
Agrobacterium, entre sus caracteristicas tenemos el hecho de 
que son microorganismos aerobios, métabolisme respiratorio y, 
con la excepsiôn de A. radiobacter, inducen la formaciôn de 
tumores en plantas (Kesters y De Ley. 1984). Sôlo con estos 
caractères ya podemos rechazar claramente la denominaciôn de 
Agrobacterium, porque las bacterias estudiadas son facultativas, 
metabolismo fermentative y no inducen ningûn tipo de hipertrofia 
en plantas.
Por el contrario, vemos que estas bacterias cumplen 
las caracteristicas générales para la familia
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Enterobacteriaceae; bacilos Gran-negativos, facultatives, 
métabolisme respiratorio y fermentativo, fermentadores de 
glucosa, catalasa + y oxidasa Y dentro de la familia
Enterobacteriaceae, dirigiéndonos a las caracteristicas de los 
géneros llegariamos al género Erwinia qué, ademàs de cumplir 
los caractères générales de la familia son bacterias con 
temperature optima de 27-30«>C, fermentan glucosa con producciôn 
de àcido y no de gas, y se encuentran asociadas con plantas 
como patôgenas, saprofitas, o como constituyentes de la flora 
epifitica (Lelliot y Dickey. 1984). En el género Erwinia hay 
actualmente quince especies clasificadas, de las cuales catorce 
son patôgenas para diverses plantas, y Erwinia herbicola, una
especie saprofita o epifita de una gran variedad de vegetales.
Si nos atenemos a esta ultima clasificaciôn del 
"Bergey's Manuel", tendriamos que clasificar a éstas bacterias 
como Erwinia herbicola, puesto que esta especie, a pesar de 
estar descrita con cepa tipo (NCPPB 2971) y estar incluida en 
las Approved List de 1980, es una especie de cajôn de sastre en 
la que se puede incluir cualquier bacteria epifita que cumpla 
los caractères générales de Erwinia y no sea patôgena. 
Comparando la cepa mas representativa de olivo de la Rafla de la 
Mascura, la cepa amarilla que hemos llamado Ea con Erwinia 
herbicola en las caracteristicas de cultivo, fisiolôgicas,
bioquimicas y asimilaciôn de fuentes de carbono que figuran en 
el "Bergey's Manual" (1984), nos encontramos que difieren en 10 
de 27 caractères considerados. Si a esta misma bacteria la
comparàsemos con Erwinia carotovora nos encontrariamos con una
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diferencia en 9 de 27 caractères.
Aplicando exclusivamente el método API 20 E, vemos que 
Ea y Erwinia carotovora (var. carotovora y var. atroseptica) dan 
los mismos resultados (Figura 197) qué, consultando el 
Analytical Profile Index API 20 E, nos llevan a la 
identifIcaciôn de Enterobacter agglomerans, o bien la 
posibilidad de Erwinia spp. Las especies de Erwinia, segùn este 
método, serian E . carotovora, E. cypripedii, E. nigrifluens o E. 
rhapontici. En este caso la identificaciôn se aproxima algo a la 
realidad, lo que no ocurre con las cepas blancas (Figura 198), 
como Eb, para las que este método nos lleva a la Identificaciôn 
de Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae, que no tiene nada que 
ver con las bacterias que estamos estudiando. De aqul podemos 
concluir un hecho que ya tenlamos claro al aplicar el método 
API, y es que sôlo nos iba a servir para poder obtener una buena 
cantidad de informaclôn sobre un microorganismo con una sôla 
incubaciôn, y no para hacer la identificaciôn real de la 
bacteria. Ello se debe a que este método, como otros similares 
existantes en el mereado, estân destinados a cubrir las 
necesidades habituales de identificaciôn en un laboratorio de 
Microbiologie Cllnlca, que requlere sistemas rapides, pero no 
son métodos que se puedan aplicar Indlscrlmlnadamente a la 
identifIcaciôn de cualquier bacteria.
Comparando las cepas de Enterobacteriaceae procedentes 
de olivo con las obtenidas de otras plantas nos encontramos 
desde unas analogias cas! totales, cosa que ocurre con cepas 
amarillas de rétama que pueden diferlr sôlo a nivel serolôgico
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Figura 197. Aplicaciôn del método API 20 E a la comparaciôn de 
bacterias. A: Agrobacterium tumefaciens V. B: Erwinia
carotovora. C :  Ea. Nota: los resultados de AMY y ARA en A e INO 
en B y C  son realmente negativos, con color verde, pero la foto 
destaca mas un tono amarillento.
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y de asimilaciôn de citrato (Figura 199) hasta diferencias en 
asimilaciôn de unas fuentes de carbono, Voges-Proskauer o 
reducciôn de nitratos.
Todas las bacterias presentadas en el cuadro del 
apartado IV. 1.4., a excepciôn de E 58, E 59, E 74 y E 75, 
procedentes las dos primeras de tumor de adelfa y las otras dos 
de tumor de fresno, que no son Enterobacteriaceae por no 
fermentar la glucosa, pueden ser consideradas, segûn la actual 
clasificaciôn del "Bergey's Manual" (1984), como pertenecientes 
al género Erwinia.
Figura 198. Reacciones API 20 E producidas por la cepa Eb.
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Figura 199. Pruebas bâsicas de identificaciôn API 20 E de 
Enterobacteriaceae procédantes de olivo (arriba) y de rétama 
{abajo).
4. VARIACIONBS NUMERICAS DE LA FLORA EPIFITICA.
Los recuentos de microorganismos hechos a lo largo de 
los cuatro ûltimos afios, en la Rafta de la Mascura, tanto los 
totales como los de P. syringae, siguen todos una evoluciôn muy 
similar en sus variaciones estacionales. Segûn vimos en IV. 5. 
hay dos momentos en cada ado, coincidiendo con el inicio de las 
lluvias primaverales y otodales, en los que se dispara el 
crecimiento de microorganismos. Ya Hirano (1985) demostraba 
como la Iluvia potenciaba el râpido crecimiento de los
microorganismos sobre las hojas, registrando incrementos de 
poblaciôn media de 30 a 150 veces en 24 horas. Ademâs de
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considerar el hecho del crecimiento normal de la flora epifitica 
en favorables condiciones climatolôgicas, hay que tener en 
cuenta también la salida en masa hacia la superficie de 
microorganismos de la flora tumoral, coincidiendo con las 
lluvias citadas, que contribuyen notablemente a incrementar los 
numéros totales.
Como hemos podido comprobar, no es sôlo el incremento 
de las precipitaciones lo que hace crecer la poblaciôn 
microbiana, sino también la coincidencia con un memento en que 
la temperatura ambiante media coincide con la temperatura 
ôptiaa de crecimiento de la mayoria de los microorganismos de la 
flora epifitica. Este hecho se pone de manifiesto en las 
Figuras 200, 201, 202 y 203. en las que vemos la relaciôn
existante entre los numéros totales de microorganismos, la 
temperatura media y las precipitaciones.
f' ij k di l'ül' -in j
F r ec ICI ■- ac I ’ T-inc r j tu r à
Figura 200. Relaciôn entre los recuentos de microorganismos 
totales, temperatures y precipitaciones . Afto 1985.
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Figura 201, Relaciôn entre los recuentos de microorganismos 
totales, temperatures y precipitaciones. AAo 1986.
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Figura 202. Relaciôn entre los recuentos de microorganismos 
totales, temperatures y precipitaciones. AAo 1987.
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Figura 203. Relaciôn entre los recuentos de microorganismos
totales, temperatures y precipitaciones. AAo 1988.
En todos los casos vemos que la densidad de poblaciôn 
microbiana aparece siempre mâs alta en las ramas que en las 
hojas. Este hecho lo podriamos explicar por el efecto que
produce la luz sobre los microorganismos. Ya Smith (1920) 
demostrô que la luz solar inhibia el crecimiento de su Bacterium 
savastanoi. Este no es un caso aislado, puesto que hay otros 
microorganismos que sufren el proceso que se ha denominado 
fotooxidaciôn, mediante el cual la luz absorbida por la célula 
ocasiona la inactivaciôn de enzimas o de otros componentes
sensibles cuando hay oxigeno en el medio (Mathews et al. 1959, 
citados por Brock 1973). Esta generalizaciôn que acabamos de
hacer sobre el mayor numéro de microorganismos en hojas que en 
ramas tiene una excepciôn en el caso de la flora epifitica de
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la variedad Manzanilla en el présente aAo, donde nos 
encontramos la relaciôn Invertida para P. syringae pv. 
savastanoi (Figura 70). Al tratarse de unos recuentos ûnicos, 
realizados sôlo durante los meses de enero, marzo y mayo de 
1988, sin contraster con otros similares de varios aAos, no
podemos generalizar nada pero, de confirmarse este hecho, podia 
ser un punto de partida para la investigaciôn de las razones 
de porqué esta variedad es màs resistente a la tuberculosis del 
olivo.
5. AGENTES DE TRANSMISION DE LA ENFERNEDAD.
5.1. Relaciôn con la mosca del olivo.
El hecho de que hayamos corroborado la existencia de 
P. syringae pv. savastanoi en todas las etapas del desarrollo de 
Dacus oleae no significa que la mosca del olivo pueda ser un
vector de la tuberculosis del olivo. Para que Dacus oleae actue 
como vector es necesario, no sôlo que porte al agente 
etiolôgico, sino que facilite de alguna manera su penetraciôn 
y, como hemos visto en la Introducciôn, la ûnica herida que es
capaz de hacer la mosca a la planta es en el fruto durante la
puesta, no resultando este afectado por la enfermedad.
Por tanto, no hay suficientes pruebas para considerar 
a Dacus oleae como transmisor de la tuberculosis del olivo, y 
debemos pensar que las relaciones de la mosca con P. syringae 
pv. savastanoi son fruto de una evoluciôn normal desde el punto 
de vista ecolôgico en el habitat que comparten.
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5.2. Relaciôn con la recolecciôn.
Tanto la obtenciôn de cultivos y las observaciones 
microscôpicas a partir de las varas empleadas en la recolecciôn 
como las observaciones de campo (IV. 3.1. y IV 3.2.) nos han 
llevado a concluir que el proceso de recolecciôn, tal y como se 
lleva a cabo actualmente, es el principal agente transmisor de 
la tuberculosis del olivo.
Tras la recolecciôn y, sobre todo, cuando esta se 
realiza en momentos de Iluvia o rocio, es cuando se 
desencadenan los ataques mâs importantes de la enfermedad, 
debido a las heridas que se infieren a la planta con el vareo 
junto con el aporte de bacterias que lleva la vara al golpear, 
principalmente, los tumores que ya existian.
5.3. Relaciôn con las heladas.
Como hemos demostrado, todas las cepas de P. syringae 
pv. savastanoi ensayadas han resultado ser INA + . Este hecho, 
junto con las observaciones de los olivareros, ingenieros 
agrônomos (Mateo sagasta 1975) y las nuestras propias nos lleva 
a pensar que probablemente la formaciôn de nûcleos de hielo por 
las bacterias sea un mécanisme de penetraciôn natural, adquirido 
a lo largo de la evoluciôn. Ello nos explicaria la apariciôn de 
nuevos tumores , aunque escasos, en olivares no cultivados, en 
olivos aislados con funciôn ornamental, o en plantas no 
cultivadas como Fraxinus excelsior, Nerium oleander y Rétama 
sphaerocarpa.
309
6. CITOLOGIA E HISTOLOGIA DE LOS TUMORES.
De las observaciones microscôpicas realizadas a partir 
de tumores naturales en ramas y hojas de olivo podemos concluir 
que todos los tejidos de la planta pueden verse afectados por 
la acciôn de la bacteria, ya que nos hemos encontrado en la masa 
tumoral todo tipo de células desorganizadas: parénquima,
elementos vasculares, elementos de sostén, sûber, etc. No 
obstante, la mayor parte del tumor esta formada por células 
parenquimàticas como las vistas en la Figura 84, muy parecidas 
en tamafto, estructura y composiciôn a las del parénquima 
medular, pero con una forma mucho màs variable y menos regular.
En Rétama sphaerocarpa las caracteristicas de los 
tumores son similares a las descritas para Olea europaea, a
pesar de las diferencias taxonômicas y anatômicas de ambas 
plantas.
Finalmente, hemos confirmado la localizaciôn siempre 
extracelular del patôgeno en todas las plantas estudiadas.
7. PRODUCCION DE AIA.
Como hemos empleados dos métodos para estudiar la
producciôn de AIA: el método colorimétrico de Gordon y weber
(1951) y la cromatografia liquida (HPLC), en primer lugar vamos 
a establecer si ambas son validas y en qué condiciones debemos 
utilizarlas.
7.1. Bvaluaciôn de métodos.
El método colorimétrico de Gordon y Weber es
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susceptible de ser empleado siempre que se trate de cultivos 
grandes sometidos a agitaciôn en los que se trate de detectar 
cantidades del orden de yx.g. Por debajo de ese nivel los 
resultados no serian fiables.
Las técnicas de HPLC, por el contrario nos permiten la 
detecciôn de AIA a nivel de ng., como hemos podido comprobar, y 
esto teniendo en cuenta que la detecciôn la hemos realizado en 
mezclas muy complétas, como son los medios de cultivo, porque si 
tratasemos de detectar AIA puro, el nivel Je sensibilidad lo 
podriamos rebajar hasta pg.
En cuanto a la elecciôn de medios de cultivo, también 
depedende de qué objetivo se pretenda. Hemos visto como en todos 
los medios empleados se puede detectar AIA. En el Medio de 
Glucosa y Triptona es en que se producen las mayores 
concentraciones del metabolito. Si lo que se quiere es sôlo 
saber si hay producciôn o no, se puede utilizer perfectamente 
un simple Caldo Nutritivo por ser mâs barato y de mâs fâcil y 
râpida préparéeiôn.
7.2. Cinética de la producciôn de AIA.
En la mayor parte de los casos hemos visto como la 
producciôn de AIA comienza inmediatamente, increraentândose en el 
tiempo de incubaciôn hasta aproximadamente los 6 ô 7 dies 
sufriendo posteriormente una caida, debido probablemente al fin 
del crecimiento en el cultivo estâtico y a la degradaciôn del 
AIA.
La comparaciôn de la producciôn mâxiraa de AIA en g/ml 
segûn los métodos descritos en III.2.9.2. la podemos ver en el
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slguiente cuadro:
C. N. Patata G(D) Patata G(N) Glucosa Pep. Glucosa '
Ps 1 2.1 1.2 0.6 1.8 7 . 5
PS 2 1.9 0.8 1.9 1.6 6 . 7
PS 3 2.0 1.3 2.0 2.0 6.1
Ps 4 2.2 1.5 2.1 2.3 2 .1
IF3026 1. 9 2.2 0.5 2.0 3 . 8
Ps R 1.9 2.0 2.6 2.9 2.7
Ps A 0.8 0.7 1.7 1.0 4 . 8
PS F 1.4 1.0 1.9 1.1 2.3
Destacaunos la mayor producciôn de AIA por parte de las 
cepas de P. syringae pv. savastanoi procédantes de Olea 
europaea y, en el extremo contrario con la màs baja producciôn 
por parte de la cepa obtenida de Nerium oleander. Esta baja 
producciôn por parte de Ps A puede que tenga relaciôn con la 
conversiôn de AIA en AlA-lisina (Hutzinger y Kosuge, 1986) por 
parte de las cepas procédantes de adelfa, cosa que no ocurre en 
las cepas obtenidas de olivo.
8 . PRODUCCION DB SIRINGOMICINA.
El problems que nos hemos encontrado a la hora de 
evaluar la producciôn de SR es la inexactitud del método de 
Sinden et al. (1971), no sôlo por el hecho de basarse en la 
investigaciôn de actlvidad antibiôtica de diluciones doble 
progresivas, sino también por la propia definiciôn de unidad de
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actividad de SR: la dlluciôn que inhibe conpletamente el
crecimiento de G. candldum en el area de apiicaciôn de los 
10 1. Al no estar definido en tiempo de incubaciôn, la
definiciôn se convierte en inexacte porque, como se puede 
apreciar en la Figura 204, el halo de inhibiciôn que produce 
la SR no es estâtico, sino que se increments hasta los 4 dias 
manteniendo los bordes nitidos y, a partir de ese momento, se 
difunde por toda la plaça. Por esta razôn nosotros nos hemos 
inc1inado por la incubaciôn durante 4 dias para determiner la 
actividad antibiôtica.
Figura 204. Evoluciôn de los halos de inhibiciôn producidos por 
10 yul. de una fracciôn de SR a las 24, 48 y 96 horas de 
incubaciôn.
La producciôn de SR, a diferencia de lo que ocurre con 
el AIA, no comienza desde los primeros momentos del cultivo
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sino a los 2 6 3 dias, segûn la tasa de crecimiento de cada
cepa. El maximo de producciôn se alcanza de los 4 a 6 dias de
incubaciôn, coincidiendo también con el alcance de la fase
estacionaria, como ocurre con la producciôn de otros 
antibiôticos de origen microbiano. Este maximo, una vez
alcanzado, se mantiene, lo que dénota la mayor estabilidad de 
la SR, no siendo degradado el metabolito, a diferencia de lo que 
sucede con el AIA.
Como ejemplo de la cinética de la producciôn de SR, 
vemos en la Figura 205 un gréfico en el que se compara dicha 
producciôn con la curva de crecimiento.
%
Figura 205. Producciôn de SR por Ps A en el Medio de Glucosa y 
Peptona, comparada con la curva de crecimiento en el mismo 
medio.
como vemos en este ejemplo, que puede ser 
representative de todos los casos, la producciôn de SR se debe
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desencadenar durante la fase exponenclal, deteniéndose al
llegar a la fase estacionaria.
Finalmente destaquemos que la aplicaciôn de técnicas de 
HPLC a la producciôn de SR sôlo la hemos empleado para comprobar
la mayor o menor pureza de las fracciones, no al anàlisis
cuantitativo. Para poder llevar a cabo esta aplicaciôn séria
necesario la purificaciôn total de SR empleando columnas 
preparativas de cambio ionico para poder cuantificar en medidas 
de peso.
VI. CONCLUSIONES
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VI. CONCLUSIONES.
1. Las cepas de P. syringae pv. savastanoi procedentes 
de Olea europaea presentan variaciones fenotipicas 
principalmente a nivel de asimilaciôn de diferentes fuentes de 
carbono. Estas variaciones son pequeAas entre cepas de la misma 
comarca y se acentûan entre cepas de comarcas alejadas 
geograficamente.
2. Se describe la enfermedad tumoral en Retauma 
sphaerocarpa producida por un microorganismo que hemos 
caracterizado como P. syringae pv. savastanoi.
3. Las cepas de P. syringae pv. savastanoi procedentes 
de las distintas plantas estudiadas muestran diferencias 
fenotipicas de hasta un 18.75%, encontrândose también pequeAas 
variaciones entre cepas de la misma planta y entre las obtenidas 
de diferentes localizaciones geogrâficas. Las variaciones 
fenotipicas son, principalmente, en la asimilaciôn de fuentes de 
carbono.
4. Las bacterias que aparecen junto con P. syringae pv. 
savastanoi en la flora tumoral, asociadas a Dacus oleae y como 
epifitas, han sido determinadas como pertenecientes a la familia 
Enterobacteriaceae y, mas concretamente, como género Erwinia, 
rechazando la ultima denominaciôn de Agrobacterium luteum. Estas 
bacterias no participan en el desencadenamiento de la enfermedad 
pero estàn adaptadas a colonizar el tejido tumoral. Siguiendo el
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"Bergey's Manual" (1984) deberianos considerarlas como Brwinia 
herblcola, la ûnica especie no patôgena del género, pero 
pensamos que séria una idea demasiado simple dada la 
especificidad que muestran en su asociaciôn a los tumores.
5. Las variaciones numéricas de la poblaciôn
microbiana epifitica estàn en relaciôn con las condiciones 
climatolôgicas de temperatura y humedad, alcanzàndose los 
nûmeros màximos en dos ocasiones anualmente, cuando estas 
condiciones facilitan el crecimiento de las microorganismos.
6 . La mosca del olivo, Dacus oleae, no es un vector de 
transmisiôn de la tuberculosis del olivo, a pesar de haberse 
demostrado la presencia de P. syringae pv. savastanoi en todos 
los estados de desarrollo de la mosca.
7. El vareo durante la recolecciôn de la aceituna es el
principal agente de transmisiôn de la tuberculosis del olivo.
8. Todas las cepas de P. syringae pv. savastanoi
ensayadas resultaron ser formadoras de nûcleos de hielo, hecho 
que podria ser considerado como una adquisiciôn evolutiva de las 
bacterias para su penetraciôn en la planta en condiciones 
naturales.
9. Todos los tejidos de Olea europaea se ven afectados 
por el desarrollo del tumor, aunque la masa principal de éste
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se encuentra constituida por células parenquimàticas similares 
en tamafto y estructura a las del parénquima medular, aunque de 
forma màs irregular.
10. En Rétama sphaerocarpa, en la que la enfermedad, el 
agente etiolôgico y la histologia tumoral son descritos por vez 
primera en esta tesis, las caracteristicas de los tumores son 
similares a las descritas para Olea europaea.
11. Hemos desarrollado un método de HPLC para la
detecciôn de AIA en los cultivos, sin necesidad de extracciones, 
que nos ha permitido estudiar la producciôn del metabolito desde 
los primeros momentos de la incubaciôn.
12. Todas las cepas de P. syringae pv. savastanoi
producen SR en cultivo artificial y en los tejidos de la planta 
infectada. Para la cuantificaciôn de la actividad antibiôtica
hemos empleado el método de Sinden et al. (1971), que es una
forma de valoraciôn relative e inexacte. Una vez que disponemos 
de los patrones y de las condiciones cromatogràficas, sôlo es 
necesaria la cromatografia preparative para poder realizar una 
determinaciôn cuantitativa en cada caso.
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